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V. cholerae y V. parahaemolyticus son las principales especies patógenas del género Vibrio responsables 
de un importante número de infecciones transmitidas por alimentos de origen marino. Estudios 
realizados en Galicia han revelado una importante presencia y persistencia de V. parahaemolyticus con 
características patógenas en el medio marino. Sin embargo, la información disponible actualmente para 
entender la biología y la epidemiología de este microorganismo es limitada. En consecuencia, este 
estudio fue enfocado a identificar los reservorios naturales de las poblaciones patógenas de Vibrio en el 
medio ambiente marino de Galicia con el fin de determinar su distribución y dinámica poblacional tanto 
en ambientes oceánicos como estuáricos, identificando los factores ambientales que condicionan la 
abundancia de las distintas subpoblaciones en los diferentes hábitats. Los resultados de este trabajo han 
revelado una extraordinaria presencia de las poblaciones patógenas de V. parahaemolyticus en zonas 
estuáricas, mostrando que constituyen un componente natural de las poblaciones ambientales de este 
organismo en hábitats costeros. La dinámica estacional de V. parahaemolyticus en zonas de cultivo de 
molusco ha sido diferente a la de V. cholerae, destacando una mayor incidencia de V. parahaemolyticus en 
los meses de verano, mientras que V. choleare sólo fue detectado en el primer semestre del año. Todas las 
muestras positivas de ostras para V. cholerae fueron no O1/no O139 y ctxA negativo. La presencia y 
abundancia de V. parahaemolyticus y V. cholerae estuvo principalmente modulada por la temperatura del 
agua de mar y por la presencia de fitoplancton, respectivamente. Una alta incidencia de V. 
parahaemolyticus fue detectada en áreas oceánicas, lo que sugiere que estos ecosistemas son un hábitat 
común para V. parahaemolyticus. Por otra parte, se observó que la estructura poblacional de V. 
parahaemolyticus es muy diversa en los diferentes hábitats, detectándose altos índices de recombinación 
homóloga y una gran diversidad especialmente entre los individuos de las poblaciones oceánicas. Sin 
embargo, las poblaciones de V. parahaemolyticus en zonas estuáricas presentaron una estructura 
´´semiclonal´´ con índices de recombinación más bajos, sobretodo en especímenes de V. 
parahaemolyticus tdh+.
V. cholerae and V. parahaemolyticus are the major pathogenic species among the genus Vibrio and are 
involved in a significant number of seafood-borne infections. Studies carried out in Galicia have 
revealed a significant presence and persistence of V. parahaemolyticus with pathogenic traits among the 
environmental populations present in the sea. However, the scarce scientific knowledge available for a 
comprehensive understanding of the biology and epidemiology of this organism is limited. Therefore, 
the aims allowed to identify the natural reservoirs of the pathogenic populations of V. parahaemolyticus 
in the marine environment of Galicia. This information determined the distribution and population 
dynamics of pathogenic V. parahaemolyticus both in the offshore waters and in estuarine environments 
and identifies the environmental factors determining the abundance of the different sub-populations in 
diverse habitats. The results of this thesis have revealed an extraordinary presence of pathogenic 
populations of V. parahaemolyticus in estuarine areas, which are constitutive components of the 
environmental populations in coastal habitats. The seasonal dynamics of V. parahaemolyticus in 
shellfish growing areas has been different to the V. cholerae, highlighting a highest incidence of V. 
parahaemolyticus in the summer months. V. cholerae was only detected in the first half of the year. All 
positive oyster samples for V. cholerae were identified belonging to the non-01/non139 group and ctxA 
negative. The presence and abundance of V. parahaemolyticus and V. cholerae were mainly modulated by 
seawater temperature and presence of phytoplankton, respectively. A high incidence of V. 
parahaemolyticus was detected in offshore areas, which suggests that these ecosystems may be a 
common habitat for V. parahaemolyticus. Moreover, the population structure of V. parahaemolyticus was 
diversity in the different habitats, with high levels of homologous recombination and a great 
diversity among individuals in offshore areas. However, populations of V. parahaemolyticus in 
estuarine areas showed a structure “semiclonal” with lower homologous recombination rates, 
especially in specimens of V. parahaemolyticus tdh+.
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El  género  Vibrio  pertenece  a  la  familia  Vibrionaceae  y  está  constituida  por 













condiciones  alcalinas.  El  género  Vibrio  está  compuesto  por microorganismos 
cuyo  hábitat  natural  son  los  ecosistemas  marinos  y  fluviales.  Son  bacterias 
móviles  que  presentan  un  flagelo  polar  cuando  crecen  en  medios  líquidos. 
Crecen en agar nutritivo incubadas a 35 °C en atmósfera aerobia y anaerobia y 
fermentan la glucosa. La mayoría producen oxidasa y catalasa, son sensibles al 




humano  o  que  han  sido  aisladas  en  muestras  clínicas  y,  de  éstas,  10  se 
consideran  halófilas.  Estas  12  especies  patógenas  para  humanos  son:  Vibrio 
alginolyticus, Vibrio carchariae, Vibrio cholerae, Vibrio cincinnatiensis, Vibrio damsela 






También  existen  varias  especies  que  son  patógenas  para  animales,  tanto 
vertebrados  como  invertebrados  (Dalsgaard et al., 1998; Maugeri et al., 2000). 
Las especies halófilas requieren para su crecimiento óptimo una concentración 
de  NaCl  no  inferior  al  1%,  aunque  una  concentración  de  0,5%  permite  el 
aislamiento  de  las  mismas.  Una  particularidad  de  algunas  especies  de  este 
género es su dependencia del  ión sodio,  incluso de aquellas capaces de crecer 
en  agua  de  peptona  carente  de  sal.  Este  catión  estimula  su  crecimiento  y 







pH  altos,  por  lo  que  las  infecciones  causadas  por  éstas  son  frecuentemente 
asociadas con alimentos poco ácidos. Las diferentes especies de Vibrio requieren 
concentraciones  de  ph  neutro  o  ligeramente  alcalino  (hasta  9),  aunque  los 




los  productos  alimenticios  se  inactiva  rápidamente  a  estas  especies  aún  en 
productos  con  un  gran  nivel  de  contaminación  (Comisión  del  Codex 
Alimentario, 2010). 
 
Los  vibrios  son  característicamente  nativos  de  hábitats  marinos,  salobres  y 
estuarinos, y aparecen en grandes concentraciones  (blooms) cuando  las aguas 
aumentan  de  temperatura  (17‐20°C);  a  temperaturas  bajas  los  vibrios 




incremento  en  los  meses  cálidos  a  causa  de  las  favorables  condiciones 
ecológicas  y  del  plancton,  aumentando  su  acumulación  por  moluscos 
filtradores y otros animales marinos (Robertson and Tobin, 1983; West, 1989). 












(Kaneko  and  Colwell,  1973;  Kaspar  and  Tamplin,  1993; Motes  et  al.,  1998). 
Muchos de  los estudios  sobre especies de Vibrio han  sido  realizados en zonas 





infecciones  alimentarias humanas  son Vibrio  cholerae, Vibrio  parahaemolyticus  y 
Vibrio  vulnificus.  Estas  infecciones  son  provocadas  por  el  consumo  de  agua, 
marisco o pescado crudo. La mayor parte de los vibrios se asocian a infecciones 
del  tracto  gastrointestinal  aunque  también  se  ha  descrito  su  implicación  en 
patología extraintestinal, causando bacteriemia, otitis, conjuntivitis e infecciones 
de tejidos blandos, entre otras (Tabla 1). 
Vibrio spp  Diarrea  Sepsis  Infecciones de Heridas 
V. cholerae 01  +++  NO  + 
V. cholerae no 01  +++  +  ++ 
V. parahaemolyticus  +++  +  ++ 
V. vulnificus  ++  +++  +++ 
V. fluvialis  ++  +  + 
V. alginolyticus  NO  +  +++ 
V. damsela  NO  NO  ++ 
V. furnissii  +  NO  NO 
V. hollisae  ++  NO  NO 
V. mimicus  ++  NO  ++ 
V. metschnikovii  +  +  NO 
V. cincinatiensis  NO  +  NO 









son  Vibrio  cholerae,  Vibrio  parahaemolyticus,  Vibrio  hollisae  y  Vibrio  fluvialis.  La 
especie  Vibrio  vulnificus  es  la  especie  que  causa  bacteriemia  con  mayor 
frecuencia,  especialmente  en  pacientes  con  enfermedades  hepáticas  y  en 
inmunodeprimidos.  Las  infecciones  de  oído  debidas  a  Vibrio  alginolyticus 
ocurren  preferentemente  en  pacientes  con  perforación  en  la  membrana 
timpánica o con otitis media crónica (Janda et al., 1988; McLaughlin, 1995). 
Los  caracteres  bioquímicos para  establecer una  clave de  identificación de  las 
especies halófilas y no halófilas del género Vibrio son: 












glucosa  y  el  metabolismo  de  distintos  azúcares,  entre  los  que  se 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.2.1. Diferentes  características  de  la  especie  Vibrio  parahaemolyticus: 
genéticas, ecológicas, bioquímicas y serológicas 
Vibrio parahaemolyticus es una de  las especies más estudiadas del género Vibrio 
debido  a  su  implicación  en  infecciones  alimentarias  humanas.  La  primera 
intoxicación  de  V.  parahaemolyticus  fue  descrita  en  al  año  1953,  por 
investigadores  japoneses  encabezados  por  Fujino  en  la  provincia  de  Osaka, 
Japón, debido al consumo de sardinas crudas contaminadas (Fujino, 1966, 1974), 
registrándose  272  personas  afectadas,  de  las  cuales  20  fallecieron.  Desde 
entonces,  esta  bacteria  ha  adquirido  un  rol  más  protagonista  como  agente 
causal de  infección gastrointestinal.  Se han  identificado brotes  epidémicos  en 
diversas  regiones como Asia, América y Europa  (Daniels et al., 2000; Alam et 
al.,  2003;  Martinez‐Urtaza  et  al.,  2004).  Esta  especie  presenta  una  gran 
diversidad y sus miembros pueden diferir en hasta el 60% en  la secuencia del 
DNA de sus genomas (Moreno et al., 2002; Makino et al., 2003). Esta diversidad 
es  bastante  clara  en  los V.  parahaemolyticus  ambientales  aislados  del  agua  de 










en  áreas  estuáricas  de  ambientes marinos  templados  y  tropicales  de  todo  el 
mundo.  Algunas  cepas  de  este  organismo  causan  infecciones  entéricas  en 
humanos,  las  cuales  están principalmente  asociadas  al  consumo de moluscos 
crudos y productos marinos insuficientemente cocinados (DePaola et al., 1990). 
V. parahaemolyticus ha sido regularmente aislado del microbioma de diferentes 
organismos  marinos,  como  corales  (Chimetto  et  al.,  2008),  peces  (Cabrera‐
García et al., 2004; Herrera et al., 2006; Miwat et al., 2006; Yang et al., 2008; Terzi 
et al., 2009), moluscos (Blackstone et al., 2003; FDA, 2005; Martinez‐Urtaza et al., 






Cabanillas‐Beltrán  et  al.,  2006)  y  zooplancton  (Kaneko  and  Colwell,  1973; 
Baffone et al., 2006). Esta bacteria está distribuida por todo el mundo, pero varía 
su  concentración  dependiendo  de  la  estación,  de  la  localización  y  de  la 
presencia  de  contaminación  fecal  (DePaola  et  al.,  2003).  Aunque  V. 
parahaemolyticus se encuentre de  forma permanente en el mar, no  implica que 
exista  riesgo permanente de  infección, puesto  que  este  riesgo  existe  sólo  con 
condiciones  especiales  en  el  mar,  como  un  aumento  de  temperatura, 
especialmente en los meses estivales, favoreciendo su proliferación (DePaola et 
al., 2003b). 







 Tabla  3. Condiciones  óptimas  de  crecimiento  de  V.  parahaemolyticus  en  agua  (Paris‐
Mancilla, 2005).  []: Concentración. 





V.  parahaemolyticus  es  una  especie  facultativamente  anaerobia,  aunque  posee 
dos  formas  de  respiración  y  su  metabolismo  es  fermentativo.  Fermenta  la 
glucosa,  sin  producción  de  gas,  lactosa, maltosa, manitol, manosa,  ribosa  y 
trehalosa. No  fermenta  la  salicina,  dulcitol,  inositol,  celobiosa  ni  la  sacarosa. 
Este último azúcar  forma parte del medio  tiosulfato‐citrato‐bilis sales‐sacarosa 
agar (TCBS; Oxoid) como característica primaria diferencial. V. parahaemolyticus 
es oxidasa,  indol,  lisina y ornitina decarboxilasa positivo, reduce  los nitritos a 








distintas  pruebas  bioquímicas.  Esto  dificulta  la  correcta  identificación  de  la 
especie  basándose  únicamente  en  los  aspectos  bioquímicos.  En  la  Tabla  4 
podemos  observar  las  diferencias  en  las  características  bioquímicas  de  V. 
parahaemolyticus  según  distintas  fuentes  consultadas  (Kaysner  C.  A.  and  
DePaola, 2001). 
 
  API 20E  Bergey’s  APHA  Alsina et al., 1993  Tantillo et al., 2004  Board et al., 1992 
Crecimiento en :             
0 % NaCl    ‐  ‐  ‐  (‐)   
3 % NaCl    +  +  +  (+)   
6 % NaCl    +  +  +  (+)   
8 % NaCl    76‐89%  +  +  (+)   
10 % NaCl      ‐  ‐  (‐)   
ONPG  ‐  ‐  ‐  ‐  (‐)  ‐ 
ADH  ‐  ‐  ‐  ‐  (‐)  ‐ 
LDC  +  +  +  +  (+)  + 
ODC  +  +  +  +  (+)  + 
CIT  50%  ‐    +    21‐79% 
H2S  ‐  ‐        ‐ 
URE  ‐  11‐25%  (V)  26‐74%  (V)  ‐ 
IND  +  +    +    + 
VP  ‐  ‐  ‐  ‐  (‐)  ‐ 
GEL  75%  +  +  +  (+)  + 
GLU  +  +    +    + 
MAN  +  +  +  75‐89%  (+)  + 
INO  ‐  ‐    ‐    ‐ 
SOR  ‐  ‐    ‐    ‐ 
RHA  ‐  ‐        ‐ 
SAC  ‐  ‐  ‐  ‐  (‐)  ‐ 
MEL  ‐  ‐    ‐    ‐ 
AMY  12%      ‐    ‐ 
ARA  50%  76‐89%  +  75‐89%  (+)  21‐79% 
OX  +  +  +  +  (+)  + 
Tabla 4. Características bioquímicas de V. parahaemolyticus.   Leyenda:  (ONPG)  β‐galactosidasa;  (ADH) 
arginina dihidrolasa; (LDC) lisina decarboxilasa; (ODC) ornitina decarboxylase; (CIT ) citrato; (H2S) producción de H2S; (URE) 
ureasa;  (TDA)  triptofano  desaminasa;  (IND)  producción  de  indol;  (VP) Voges‐Proskauer;  (GEL)  gelatinasa;  (GLU)  glucosa; 
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La  serología  es  una  herramienta  epidemiológica  valiosa  cuando  se  investiga 
algún  brote  de  intoxicación  por  alimentos  en  el  qué  está  implicado  algún 
organismo.  Sakazaki  y  col.  (1968)  realizaron  una  clasificación  serológica  de 
aislamientos clínicos de V. parahaemolyticus empleando un esquema antigénico 
























en  clara  asociación  con  el  consumo  de  pescados  y  mariscos  contaminados, 








Además  de  la  temperatura,  existen  otros  factores  como  el  transporte  o 
almacenamiento  de  productos  del  mar  con  condiciones  no  adecuadas  de 
refrigeración,  que  también  favorecen  la  proliferación  de  la  bacteria  y,  por  lo 
tanto,  la  posibilidad  de  infectar.  Se  considera  que  la  enfermedad  puede 
producirse  con  una  ingesta  de  1.000.000  vibriones  viables.  Es  importante 




El  periodo  de  incubación  promedio  para  la  enfermedad  causada  por  V. 
parahaemolyticus  es  de  15  horas  oscilando  entre  4  y  96  horas  (Paris‐Mancilla, 
2005). 
La  infección por V.  parahaemolyticus  causa  tres  entidades  clínicas  reconocidas: 
gastroenteritis, septicemia e infección de heridas. El cuadro intestinal es el más 
frecuente,  caracterizado  por  diarrea  y  cólicos  abdominales,  que  pueden 
acompañarse  de  náuseas,  vómitos,  fiebre  y  cefaleas.  Generalmente  es 
autolimitado; la persona se recupera en un periodo de aproximadamente 3 días, 
que puede variar entre 1 a 7 días, tiempo que no depende del tratamiento con 
antibióticos.  En  los  casos  más  severos  puede  producirse  un  síndrome 
disentérico, caracterizado por heces sanguinolentas y fiebre alta (Paris‐Mancilla, 
2005). 
La  septicemia  primaria  es  causada  por  la  entrada  del  microorganismo  al 
torrente  sanguíneo a  través de  la vena porta o del  sistema  linfático  intestinal. 
Los  primeros  síntomas  incluyen  fiebre,  hipotensión,  compromiso  del  estado 
general,  escalofríos  y  ocasionalmente  náuseas,  vómitos,  diarrea  y  dolor 
abdominal. Su incidencia es baja, pero su severidad y su mortalidad es alta. Los 
estudios muestran que  los  individuos  sanos  tienen bajo  riesgo de desarrollar 
septicemia. Los factores de riesgo importantes incluyen enfermedades crónicas 
hepáticas, renales, diabetes, neoplasias o aclorhidria (Paris‐Mancilla, 2005). 










extremadamente  edematoso o  equimótico,  luego progresa  rápidamente  a una 
lesión con vesículas o bulas y  finalmente a necrosis que  involucra  la piel y  la 
grasa  subcutánea.  Estas  infecciones  pueden  ocurrir  tanto  en  personas  sanas 
como aquellos con enfermedades preexistentes (Paris‐Mancilla, 2005). 
La virulencia de Vibrio ha sido asociada a la producción de dos hemolisinas: la 
hemolisina  termoestable  directa  (thermostable  direct  haemolysin  ‐TDH)  y  la 
hemolisina  relacionada  con  la  TDH  (TDH‐related  haemolysin‐TRH).  La 
presencia de los genes que codifican estas hemolisinas es ampliamente utilizada 
como  una  característica  distintiva  en  la  identificación  de  aislamientos 
patógenos.  Estos  factores  de  virulencia  no  son  frecuentes  en  cepas  aisladas 
procedentes de  fuentes  ambientales  y de  alimentos. Las  cepas  que presentan 




sobre  una  variada  gama  de  eritrocitos  (fenómeno  de  Kanagawa)  y  esta 
actividad no se inactiva calentando a 100 °C durante 10 minutos. Esta proteína 
muestra  enterotoxigenicidad,  citotoxicidad,  cardiotoxicidad  y  aumento  de  la 
permeabilidad vascular. La  toxina TDH es codificada por un gran número de 
genes  tdh,  que  han  sido  secuenciados,  evidenciándose  una  estrecha  relación 
genética entre ellos  (97% de similitud). Para  la detección de este marcador de 
virulencia en aislamientos de V. parahaemolyticus se emplean mayoritariamente 
técnicas  moleculares  como  PCR  y  sondas  de  DNA  (DePaola  et  al.,  2003b; 
Panicker et al., 2004). 
La  hemolisina  TRH,  también  implicada  en  cuadros  de  gastroenteritis,  es 
codificada por el gen trh, genéticamente relacionado con el tdh, con un 69% de 
homología (Shirai et al., 1990; Iida et al., 1998; Peterson et al., 2002). Esta toxina 
fue  inicialmente  localizada  en  cepas  provenientes  de  casos  de  gastroenteritis 
que no presentaban el fenómeno hemolítico de Kanagawa. La hemolisina TRH 
es una proteína de 23 kDa que no es tan estable al calor como la TDH y tampoco 
es  igual  la  sensibilidad  de  los  eritrocitos  a  la  lisis  por  TRH. Al  igual  que  la 
proteína  TDH,  la  TRH  también  presenta  actividad  citotóxica  en  variedad  de 








genes pueden  formar parte de una  isla genómica de patogenicidad  (Okuda et 
al., 1997; DePaola et al., 2003b; Hurley et al., 2006; Parvathi et al., 2006). Además 
de  los  anteriores,  V.  parahaemolyticus  requiere  de  otros  factores  para  causar 
enfermedad,  como  una  variedad  de  pili,  hemaglutininas,  factores  de 
colonización y capacidad de invasión celular (Akeda et al., 2002; Peterson et al., 
2002).  
La  mayoría  de  los  aislamientos  realizados  en  pacientes  infectados  con 




ambiente,  mientras  que  las  células  KP+  sobreviven  mejor  en  el  tracto 
gastrointestinal (Cary and Bhatnagar, 2000). 
Estudios recientes con muestras clínicas y ambientales demuestran un aumento 
en  la  prevalencia  de  los  V.  parahaemolyticus  patógenos  (Shirai  et  al.,  1990; 
Parvathi et al., 2006; Julie et al., 2010). Existen observaciones que sugieren que 
algunos patógenos de V. parahemolyticus adquirieron el gen tdh y posiblemente 





En  relación  a  la  susceptibilidad  antimicrobiana,  no  hay  estándares  de 
interpretación para V.  parahaemolyticus  (guías NCCLS‐CLSI  2005). Usando  los 
estándares de  interpretación para V.  cholerae y Enterobacteriaceae  (Peterson et 






















En  pacientes  pediátricos  pueden  usarse  cloranfenicol  o  cotrimoxazol, 
dependiendo de  la susceptibilidad antimicrobiana, o ciprofloxacina en caso de 
no  observarse  respuesta  al  esquema  inicial.  En  infecciones  cutáneas  o 
septicemia  por  este  agente,  se  recomienda  tratar  agresivamente  con 
antimicrobianos  asociados,  como  cefalosporinas  de  tercera  generación  más 
doxiciclina  o  aminoglucósidos,  o  quinolonas más  aminoglucósidos,  esquema 
similar al  empleado  en  infecciones  causadas por Vibrio vulnificus  (Tang  et al., 
2002; Morris  and  Acheson,  2003).  El  uso  de  tetraciclina  está  avalado  en  los 

















puede  producir  en  material  de  trabajo,  lavaplatos,  etc.  y  puede  afectar  a 
cualquier  alimento  que  tenga  contacto  con  mariscos  contaminados  o  sus 
residuos (conchas, agua usada en su limpieza u otros). 
  ‐  Enfriar  rápidamente  y  refrigerar  los  productos  del  mar  luego  de 
cocidos, si no son consumidos inmediatamente. 





En  1950,  investigadores  encabezados  por  Fujino  identificaron  en  Japón  una 
nueva bacteria  como  el  agente  causante de un brote  asociado  al  consumo de 
productos  de  pescado  semi‐secos  ´´shirasu´´,  sardinas  crudas  (Fujino,  1974). 
Inicialmente, la nueva especie fue nombrada Pasteurella parahaemolyticus (Fujino, 
1953) y más tarde fue designado como V. parahaemolyticus por el Subcomité de 
Taxonomía  de  Vibrios  del  Organismo  Internacional  de  la  Comisión  de 
Bacteriología Sistemática (Hugh and Sakazaki, 1975). 
Antes de la década de 1970, casi todas las infecciones notificadas causadas por 
V.  parahaemolyticus  se  limitaban  a  Japón.  Estos  brotes  de  origen  alimentario 
atribuidos  a  este  organismo  se  asociaron  principalmente  con  pescado,  y 
representaron  el  70%  de  las  enfermedades  relacionadas  con  la  alimentación 
durante los meses de verano (Joseph et al., 1982). A principios de la década de 
1970, la enfermedades ocasionadas por esta bacteria se encontraron por primera 
vez en  los EE.UU. durante  los meses más cálidos en una variedad de  lugares 
incluyendo  el Atlántico,  el Pacífico y  los Estados del Golfo  (Barker,  1974). El 
primer  brote  bien  documentado  de V.  parahaemolyticus  en  los  EE.UU.  fue  en 
Maryland en 1971, y fue asociado con el consumo de los productos de cangrejo 
por  contaminación  cruzada  (Dadisman  et  al.,  1972).  Los  serotipos  de  V. 







A  lo  largo  de  la  década  de  1970,  casos  esporádicos  y  brotes  de  V. 
parahaemolyticus  se  registraron  en  Europa,  África,  Nueva  Zelanda,  y  en  la 




EE.UU.  estima  que  sólo  se  informa  uno  de  cada  veinte  casos  de  V. 
parahaemolyticus  (Mead et al., 1999), aunque V. parahaemolyticus sea reconocido 
como la principal causa de gastroenteritis bacterianas asociadas con el consumo 







Calcuta,  India  (Okuda  et  al.,  1997b). Los  estudios moleculares han puesto de 
manifiesto  que  las  cepas  de  este  serotipo  asociadas  con  brotes  epidémicos 
conforman un grupo genético definido, distinto de otras cepas no epidémicas y, 
también,  de  cepas  O3:K6  aisladas  antes  de  1996  (Okuda  et  al.,  1997b).  La 
agrupación  clonal  de  las  cepas  y  sus  características  propias  genéticas,  han 
llevado  a  que  este  grupo  se  le denomine  ʺnuevo  clon O3:K6´´  (Okuda  et  al., 
1997b; Chowdhury et al., 2000b). Las enfermedades ocasionadas por el nuevo 
clon O3:K6 de V.  parahaemolyticus  se  extendieron  a  lo  largo de  la mayoría de 
países del sudeste asiático en un periodo de un año  (Okuda et al., 1997b). En 
1997, el nuevo clon O3:K6 se propagó fuera de Asia, llegando por primera vez a 

















2007),  Francia  (Quilici  et  al.,  2005),  España  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2005), 
Mozambique  (Ansaruzzaman  et  al.,  2005),  e  Italia  (Ottaviani  et  al.,  2008). En 
pocos  años  después  de  su  aparición,  algunas  cepas  pertenecientes  al  nuevo 
grupo  clonal  O3:K6  empezaron  a  seroconvertirse,  y  se  observó  que  eran 
genéticamente idénticas por métodos de caracterización molecular (Chowdhury 
et  al.,  2000). Una  serie de  técnicas moleculares  que  incluye  ribotipificación  y 
electroforesis en gel de campo pulsante (PFGE) ha permitido comprobar que las 
cepas O3:K6 asociadas con brotes epidémicos en áreas geográficas ampliamente 
diferentes,  conformaban  un  grupo  genético  estrechamente  relacionado.  Un 
novedoso método de tipificación por PCR, cuyo blanco es una región específica 
del  operón  toxRS,  fue desarrollado para  facilitar  el diagnóstico  rápido de  las 
cepas  O3:K6  pandémicas  (Matsumoto  et  al.,  2000).  Esto  condujo  al 






FI   .  i   el  clon  pandémico  V.  p r haemolyticus  (Martinez‐Urtaza  et  al., 
2008). 
 
El cl   i   a sido detectado en muchos paí es como Rusia (Nair et al., 
2007),  ilici  et  al.,  2 05),  España  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2005), 
oz saruzzaman  et  al.,  2 05),  e  Italia  (Ottaviani et  al.,  2008). En 
poc   és  de  su  aparición,  algunas  cepas  p rt n ci ntes  al  nuevo 
gr   : 6  e pezaron  a  seroconvertirse,  y  se  observó  que  eran 
genéti ticas por métodos de caracterización molecular (Chowdhury 
et  al.,    serie de  técnicas moleculares  que  incluye  ribotipificación  y 
electr   l de campo pulsante (PFGE) ha permitid  comprobar que las 
cepas  i as con brotes epidémicos en áreas geográfic s ampliam nte 
difer r aban  un  grupo  genético  estrechamente  relacionado.  Un 
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al.,  2000;  Chowdhury  et  al.,  2000b).  Estos  nuevos  serotipos  parecen  haber 
divergido del clon pandémico O3:K6 por alteración de los antígenos O:K y se ha 
postulado que constituyen derivados clonales del  serotipo O3:K6  (Matsumoto 
et  al.,  2000;  Chowdhury  et  al.,  2000b).  Por  lo  tanto,  a  este  grupo  clonal  se 
renombró como ʺcomplejo clonalʺ (Gonzalez‐Escalona et al., 2008) y la mayoría de 
los autores se refieren a él como ´´complejo clonal pandémico´´. 
Probablemente  el  cambio  más  importante  en  la  epidemiología  de  V. 
parahaemolyticus  en  los  últimos  años  ha  sido  la  difusión  mundial  de  las 
infecciones en áreas tales como Chile (Gonzalez‐Escalona et al., 2005) y Alaska 
(McLaughlin  et  al.,  2005),  donde  este  patógeno  fue  raramente  detectado  o 
estuvo  ausente.  La  aparición  de  brotes  de  V.  parahaemolyticus  en  Chile 
(Gonzalez‐Escalona  et  al.,  2005),  Perú  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2008),  Texas 
(Daniels  et  al.,  2000b),  España  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2005),  y Madagascar 
(Ansaruzzaman  et al., 2005)  se asocia  en gran medida  con  el  complejo  clonal 
pandémico. 
Sin  embargo,  la  aparición  de  brotes  epidémicos  no  es  una  característica 
exclusiva  relacionadas  con  cepas  pandémicas.  La  presencia  de  otros  grandes 
brotes de V. parahaemolyticus asociados con cepas de distintos serotipos fueron 
detectados en diferentes regiones del mundo, como las expansiones epidémicas 
en  la Costa del Pacífico de  los Estados Unidos en 1997  (principalmente  cepas 
O4:K12) (Centers for Disease Control and Prevention, 1998), en el Noroeste de 


















La  incidencia de  infecciones por V. parahaemolyticus en Europa han  sido poco 
conocidas (European Commission, 2001). En el Reino Unido, por ejemplo, sólo 
se  registraron 57  casos de  infección por V. parahaemolyticus entre 2004‐2005, y 








La  incidencia de  infecciones por V. parahaemolyticus en Europa han  sido poco 
conocidas (European Commission, 2001). En el Reino Unido, por ejemplo, sólo 
se  registraron 57  casos de  infección por V. parahaemolyticus entre 2004‐2005, y 






























infección  por  el  consumo  de  berberechos,  en  este  caso  asociado  al  serotipo 
O3:K4 (Barrow, 1974). En España, según la literatura existente, diversos autores 
han  informado  de  casos  esporádicos  y  brotes  de  infección  por  V. 







haber  ingerido  ostras  crudas  (Perez  et  al.,  1987). Dos  años más  tarde  (1989), 
Molero y col., informan de un brote de corta duración, donde 8 personas fueron 
infectadas  por  el  consumo  de  marisco  fresco  en  diferentes  restaurantes  de 
Barcelona (Molero et al., 1989). Todas las cepas caracterizadas fueron Kanagawa 
positivo y sensibles a diferentes antibióticos. En este mismo año, se describen 
otros  4  casos  de  infección  tras  la  ingesta  de marisco  y  pescado.  Estas  cepas 
aisladas  correspondían  al  serotipo  O4:K8  y  fueron  Kanagawa  positivo 
(Bartolomé et al., 1989). 
La  epidemiología de  este patógeno  cambió  abruptamente  en  1999,  cuando  se 
produjo  en  Galicia  el  brote  de  infección  más  importante  en  el  continente 
europeo,  afectando  a  64  personas  que  habían  consumido  ostras  vivas  en  un 
mercado público de Vigo  (Lozano‐León  et al., 2003). Una  situación  similar  se 







En  Julio de  2004, otro  importante brote  se detectó  en A Coruña durante una 
boda,  resultando  afectadas  80  personas.  El  análisis  de  muestras  permitió 
identificar a V. parahaemolyticus como el agente etiológico implicado en el brote. 
Los  estudios  por  epidemiología  molecular  revelaron  que  los  aislamientos 
procedentes de este nuevo brote de  infección no pertenecían al  clon europeo, 
sino  al  clon  pandémico  asiático  del  serotipo O3:K6  de  este microorganismo 
(Martinez‐Urtaza et al., 2005). Esta fue la primera vez que este clon pandémico 
se  detectó  en  el  continente  europeo.  Las  investigaciones  epidemiológicas 
realizadas  durante  el  brote  de  A  Coruña  identificaron  al  buey  de  mar, 
consumido en la boda, como el vehículo más probable de la infección. Este buey 
había sido cocido en el puerto de A Coruña, probablemente empleando agua de 










2008).  Numerosos  estudios  han  identificado  V.  parahaemolyticus  total  como 
patógeno  en  muestras  de  agua  y  mariscos  en  diferentes  países  europeos 
(Ripabelli et al., 1999; Di Pinto et al., 2008; Wagley et al., 2008). 
Otros  países  europeos  como  Francia  y Noruega,  también  han  investigado  la 





Actualmente,  se  han  logrado  algunos  progresos  en  la  comprensión  de  la 
ecología  de  las  poblaciones  patógenas  de  este microorganismo  en  el medio 
ambiente, a pesar de la complicación en los avances en cuanto a la información 







La virulencia y  las  capacidades patogénicas de V. parahaemolyticus  son menos 
pronunciadas  y  graves  que  las  asociadas  con  otras  especies  patógenas  del 
género  Vibrio,  como  V.  vulnificus.  También  se  ha  observado  que  las muertes 
causadas  por  V.  parahaemolyticus  son  menos  frecuentes;  sin  embargo  las 
infecciones provocadas por esta bacteria son muy comunes en  todo el mundo 
(Nordstrom  et  al.,  2007).  Las  características  clínicas  de  las  infecciones 
ocasionadas por V. parahaemolyticus  incluyen calambres abdominales, diarreas, 
nauseas,  dolores  de  cabeza,  fiebre  y  escalofríos  (Honda  and  Iida,  1993).  La 
sintomatología provocada por esta bacteria se produce en menos de 72 h. Se ha 
reportado  un  número  pequeño  de  casos  de  que  V.  parahaemolyticus  persiste 










la  hemolisina  directa  termoestable  (TDH)  (Nishibuchi  et  al.,  1992;  Bej  et  al., 
1999), responsable de la hemólisis de Kanagawa y la hemolisina relacionada con 
la  TDH  (TRH)  (Honda  et  al.,  1988),  son  probablemente  los  principales 
indicadores  de  virulencia  potencial.  Ambos  genes  comparten  varias 
propiedades biológicas,  incluyendo  la actividad haemolitica, enterotoxicidad y 
citotoxicidad  (Park  et  al.,  2004),  y  han  sido  considerados  marcadores 
moleculares para distinguir cepas virulentas de las no virulentas (Oliver, 2007). 
La presencia de  los genes  tdh y  trh  en  la mayoría de  las  cepas  clínicas  se ha 
extendido  como marcadores moleculares  para  analizar  cepas  potencialmente 
virulentas.  Sin  embargo,  el  análisis  del  primer  genoma  completo  de  V. 
parahaemolyticus  en  el  2003  (Makino  et  al.,  2003),  reveló que    los mecanismos 
patógenos  de  V.  parahaemolyticus  eran más  complejos  de  lo  que  se  creía.  El 
genoma secuenciado de la cepa RIMD2210633 ha mostrado la existencia de dos 
tipos de sistema de secreción de tipo III en el cromosoma 1 y en el 2, T3SS1 and 
T3SS2  respectivamente. Un  análisis  funcional  de  estos  dos  T3SSs  reveló  que 




grandes  regiones  del  genoma  (de  10‐100kb),  que  son  adquiridas  por 
transferencia horizontal de genes. Estas islas, frecuentemente poseen elementos 
genéticos móviles y genes implicados en la virulencia (Dobrindt et al., 2004). 
En  consecuencia,  la  presencia  del  gen  tdh  fue  directamente  vinculada  a  la 
existencia  del  T3SS.  El  papel  de  los  T3SSs  en  la  patogenicidad  de  V. 
parahaemolyticus  fue  posteriormente  estudiado  mediante  la  construcción  de 
cepas mutantes    (Park  et  al.,  2004b).  Esto  determinó  el  papel  específico  del 
T3SS2  en  la  enteroxicidad  de  V.  parahaemolyticus  y  en  consecuencia,  ha  sido 
identificado  como  el  principal  factor  implicado  en  la  patogenicidad  en 
humanos. Por otra parte, la secuencia de la región circundante del gen trh en el 
cromosoma  2  de  la  cepa  TH3996  (V.  parahaemolyticus  trh+),  recientemente  ha 
revelado la presencia de un nuevo T3SS, homologo al T3SS2 que se encontró en 
la cepa RIMD2210633, insertado en la isla de patogenicidad (Okada et al., 2009). 







Sus  resultados  también  señalaron  la  presencia  de  un  conjunto  de  genes  del 
T3SS, que están relacionados con un claro y diferente linaje de los genes T3SS2 
en RIMD2210633 (Okada et al., 2009).  
Aunque  la mayoría  de  las  cepas  aisladas  de  infecciones  humanas,  tienen  al 




potencialmente  capaces  de  causar  gastroenteritis  en  humanos  (Oliver,  2007). 
Mientras que la asociación entre los genes de hemolisina y sus correspondientes 
T3SS están claramente establecidas entre las cepas clínicas tdh+ y trh+ (Meador 
et al., 2007; Chao  et al., 2009; Okada  et  al., 2009),  las  investigaciones  sobre  la 
presencia de T3SS entre las poblaciones ambientales tdh+ y trh+ están todavía en 
progreso  y  actualmente  hay  poca  información.  La  determinación  de  una 
vinculación  clara  entre  los  genes  tdh  y  trh  positivos  y  el  T3SS  en  cepas 
ambientales, sería un apoyo indiscutible para la validación del uso de los genes 
hemolíticos  como  marcadores  de  virulencia  universal,  proporcionando  una 






con  el  consumo de  ostras  crudas  (FDA,  2005). El primer  caso  confirmado de 
infección  causado  por V.  parahaemolyticus  y  transmitido  por  alimentos  en  los 
Estados Unidos ocurrió en Maryland en 1971 con un brote asociado al consumo 




En  la  Tabla  6  se  resumen  los  principales  brotes  de  gastroenteritis  por  V. 
parahaemolyticus  en  los  Estados Unidos  desde  1997  hasta  2004.  En  1997  tuvo 







casos,  la  infección por V. parahaemolyticus  fue confirmada en 209 personas que 





los brotes de V.  parahaemolyticus  asociados  a  ostras  son más  comunes que  en 
otros  mariscos  (Daniels  et  al.,  2000;  Agasan,  2002;  Potempa,  2004). 
En  1998,  en  EE.UU.  también  se  registraron  tres  importantes  brotes 
independientes. En el Noroeste del Pacífico fueron registrados 48 casos (Therien, 
1999).  En  Texas,  un  total  de  416  infecciones  por  V.  parahaemolyticus  fueron 
relacionadas con el consumo de ostra cruda cosechada en la Bahía de Galveston 
(Daniels et al., 2000), al igual que en Nueva York donde ocurrió el primer brote 
asociado  con  molusco  crudo,  afectando  a  23  casos  de  los  cuales  10  se 
relacionaron  también  con  ostra  (Centers  for Disease Control  and  Prevention, 
1999). 
En  el  verano  de  2002,  un  grupo  de  siete  casos  de  infección  por  V. 
parahaemolyticus  parecía  estar  relacionado  con  el  consumo  de  mariscos 
cultivados y adquiridos localmente en Long Island y en el área de Nueva York 
(Agasan, 2002). En otro brote de ese mismo año, un  total de 11 casos con dos 



































registrándose  un  94%  entre Abril  y Octubre  (Daniels  et  al.,  2000). Datos  del 
CDC  (Smith,  2003;  FDA,  2005)  indican  que  la  relación  de  ostras  con  las 
infecciones  causadas  por  V.  parahaemolyticus  desde  1988  hasta  2001,  fueron 
detectadas en un 60% en el verano y sólo el 4% se produjeron en los meses de 














Estación  2000a  2001a  1988‐2001a 
Invierno  1  2  22 
Primavera  14  17  146 
Verano  39  49  354 
Otoño  8  7  71 
Total  62  75  593 






pública debido  a que ha  sufrido un  imparable  incremento  en  su  incidencia  a 




Este  bacilo  gram  negativo,  anaerobio  facultativo  y móvil,  fue  descripto  por 
primera  vez  en  1854  por  Pacini  en  Italia  y  en  1883  por  Robert  Koch.  Esta 
bacteria muestra una gran diversidad serológica en función de  la composición 





e Hikojima. Probablemente  las  seis primeras pandemias  fueron  causadas por 
cepas  del  biotipo  “el  clásico”,  aunque  en  la  actualidad,  la  mayoría  de  las 
epidemias de cólera en el mundo son originadas por el biotipo que se conoce 
como  “el  Tor”.  Entre  las  cepas  clásico  y  el  Tor,  existen  diferencias  en  la 
estructura  cromosómica.  La  comparación  de  las  secuencias  de  los  genes 
housekeeping (genes de mantenimiento celular) reveló que las cepas de ambos 
biotipos están muy alejadas entre  sí. Las  cepas Tor  causantes de  la pandemia 
actual  están  estrechamente  relacionadas  con  cepas  ambientales no patógenas. 












La diseminación de  la  enfermedad  en  India y Bangladesh  en  1992, originada 
por  el  serotipo O139 o  “Bengal”, marcó por primera vez que una  cepa de V. 





O139,  suelen  aislarse  de  fuentes  ambientales  y  pueden  producir  casos 
esporádicos  de  gastroenteritis  y  de  infecciones  extraintestinales.  De  forma 
ocasional, se pueden encontrar cepas no‐O1 y no‐O139 que produzcan la toxina 
cólerica  (CT)  u  otros  factores  de  virulencia,  pero  sin  causar  ningún  brote 
epidémico  (Kaper  et  al.,  1995).  Actualmente,  en  Florida  se  ha  registrado  el 
primer brote ocasionado por V. cholerae O75 por el consumo de ostra cruda. La 
identificación  de  este  brote  podría  ser  resultado  de  un  incremento  en  las 
pruebas de aislamiento de V. cholerae en heces humanas. Por otra parte, el brote 
también pudo  ser debido a algún  cambio  en  el medio ambiente, permitiendo 

















La  virulencia  de  Vibrio  cholerae  depende  de  la  capacidad  para  adherirse  a  la 
mucosa del intestino delgado, multiplicarse en esta y secretar la enterotoxina. El 







V.  cholerae  es  el  único  Vibrio  de  transmisión  humana  (persona‐persona)  y  el 





más  cepas  no‐O1  de  origen  ambiental  que  cepas  O1,  incluso  en  zonas 





acuáticos  (Colwell  et  al.,  1981; Hood  and Ness,  1982),  lo  que  sugiere  que  el 
agente  patógeno  puede  sobrevivir  en  aguas  relativamente  libres  de 
contaminación fecal humana. 
 
Fuera  de  las  áreas  epidémicas  (y  lejos  de  las  zonas  que  pueden  haber  sido 
contaminadas por pacientes de cólera), los aislamientos O1 son casi siempre  CT 
negativos  (Roberts  et  al.,  1982; Motes  Jr  et  al.,  1983; Minami  et  al.,  1991). Sin 
embargo, es evidente que la producción de CT de V. cholerae O1 puede persistir 
en  el  ambiente  en  ausencia de  la  enfermedad humana  (Shandera  et  al.,  1983; 
DePaola et al., 1992). La introducción periódica de los aislamientos ambientales 
en  las poblaciones humanas  a  través de  la  ingestión de marisco  crudo o mal 
cocido parece ser responsable de  focos aislados de enfermedades endémicas a 
lo largo de la costa de EE.UU. y de Australia (Blake et al., 1980; Lin et al., 1986; 












en  condiciones  ambientales  desfavorables,  las  cuales  permanecen 
metabólicamente activas, aunque no puedan multiplicarse por  los métodos de 
cultivo  habituales  (Colwell,  2000;  Binsztein  et  al.,  2004).  Diversos  factores 
ambientales han sido asociados a la inducción a la forma VNC, especialmente la 
concentración de nutrientes, temperatura, pH y salinidad, cuando sus rangos no 
son  los  adecuados  para  el  estado  fisiológico,  patógeno  y  no  patógeno  de  la 
bacteria (Miller et al., 1984). En condiciones adecuadas, las formas VNC pueden 




crustáceos  y  puede  colonizar  la  superficie  de  algas,  fitoplancton,  copépodos, 
intestino de peces, raíces de plantas acuáticas (Colwell and Huq, 1994; Faruque 
et al., 1998) y la superficie de sedimentos de materias orgánicas e inorgánicas en 
los  cuales el Vibrio puede  encontrar nutrientes para  su metabolismo  (Borroto, 
1998). 
 
Existen  distintos  aportes  que  explican  la  interacción  bacteria‐reservorio;  los 
primeros trabajos que se conocen sobre esta relación se publicaron en la década 
de los 70’ (Simidu et al., 1971). Se conoce por ejemplo, que V. cholerae se asocia 
con  copépodos  planctónicos,  ya  que  tienen  particular  importancia  como 
intermediarios en el ciclo biológico  (Colwell et al., 1992). Al  respecto, Borroto 
(Borroto,  1997) menciona que  la  adhesión del microorganismo  a  la quitina  le 
otorga mayor  resistencia  a  la  acidez  del medio  y  a  las  bajas  temperaturas. 
Recientemente, Martinelli Filho (Martinelli Filho, 2011), sugiere la existencia de 
comensalismo, donde el Vibrio  se  favorece por el  sustrato quitinoso de donde 
extrae nutrientes (quitinasa), sin causar efectos delétereos en su huésped. Otros 








Se ha postulado que  los  cambios  climáticos,  como el  fenómeno del Niño,  son 








factores  ayudan  al  patógeno  a  colonizar  el  epitelio  del  intestino  delgado  y 
producir  la  enterotoxina  que  interrumpe  el  transporte de  iones  en  el  epitelio 
intestinal  de  las  células.  Aunque  la  producción  de  la  toxina  colérica  (CT), 
codificada por los genes ctxAB, es directamente responsable de la manifestación 
de  diarrea,  la  patogénesis  de  cólera  se  basa  en  la  acción  sinérgica  de  otro 
número de genes,  incluidos  los genes de uno o más  factores de  colonización 
(Kaper  et  al.,  1995).  Estos  genes  codifican  para  un  factor  de  colonización 
llamado TCP (toxin co‐regulated pilus) y una proteína reguladora ToxR, la cual 





un  solo  ejemplar  de  la  subunidad A  formada  por  el  dímero A1  y A2,  todas 
codificadas por los genes ctxA y ctxB (Mekalanos et al., 1983). La acción tóxica 
está unida a la cadena polipeptida A1, que penetra dentro de la célula y activa 














morfogénesis del bacteriófago  (psh,  cep,  orfU y  ace) y un gen que  codifica una 
proteína necesaria para el ensamblaje del virión (zot).   Algunos de estos genes 
se consideraban que codificaban otras  toxinas  relacionadas con  la patogénesis 










En  relación  al  TCP,  este  actúa  como  receptor  del  bacteriófago  CTXØ  y 
promueve  la  colonización del  epitelio  intestinal por parte de  la  bacteria. Los 





se  comporta  como  patógena  y  el  otro  es  el  ambiente  acuático  cuando  actúa 
como  microorganismo  de  vida  libre.  La  hipótesis  actual  que  se  está 
configurando para comprender la aparición de nuevos clones epidémicos de V. 
cholera  sería  una  serie  de  sucesos  concatenados  en  el medio  acuático  y  en  el 
intestino humano, en los que participarían el bacteriófago CTXØ y VPIØ, sobre 
una población de V. cholerae capaz de sobrevivir a las defensas inmunitarias del 
ser  humano.  Se  ha  demostrado  que  a  partir  de  cepas  toxigénicas  de  los 





sabe que  los  cultivos de V.  cholerae que  contienen  fagos  en  cualquiera de  sus 
formas  (lisógenos  o  plásmidos)  producen  altos  títulos  de  fagos  en  el 






eventos  de  transferencia  horizontal  dando  lugar  a  nuevas  cepas  toxigénicas 
(Faruque et al., 2000). 
Pero  la  transformación  de  cepas  no  patógenas  a  patógenas  sólo  puede  tener 
lugar dentro del huésped,  el hombre. Para  ello debe de  ingerirse un número 
elevado  de  bacterias  que  puedan  superar  la  barrera  gástrica  y  al  llegar  a  su 
hábitat, el intestino delgado, el bacteriófago CTXØ infecta aquellas bacterias en 
las que reconoce su receptor, el TCP. En este proceso las bacterias adquieren el 
operón  que  codifica  a  la  toxina  colérica  y  se  transforman  en  patógenas, 
iniciando el proceso de colonización, multiplicación y producción de  la CT. El 
ciclo quedaría cerrado cuando  las heces de  los enfermos y portadores, con un 
número  elevado  de  bacterias  toxigénicas,  contaminen  ambientes  acuáticos 
naturales (Faruque et al., 1998). 
Se  han  identificado  productos  génicos  implicados  tanto  en  fases  patógenas 
como  no  patógenas  de  V.  cholerae:  el  PilD  es  una  proteasa  necesaria  para  la 
secreción de  la CT y para  el  ensamblaje de un apéndice  extracelular  llamado 
hemaglutinina manosa sensible (MSHA). Esta hemaglutinina no es un factor de 
virulencia pero está implicado en la formación de biofilms, característica que se 




El cólera es una de  las enfermedades  infecciosas agudas que  se conoce desde 
hace mucho tiempo, existiendo informes de esta patología desde 1817 (Colwell, 
1996).  Existen  antecedentes  escritos  que  hablan  de  ella  en  China,  India  y  la 
Grecia  clásica,  citadas  por  Hipócrates,  Galeno  y  en  los  escritos  sánscritos 
(Colwell, 1996). Las actuales áreas de endemismos del cólera son India y varios 





con  rapidez  a  una  deshidratación  grave  y  a  la  muerte  si  no  se  trata 









con  materia  fecal,  consumidos  crudos  o  insuficientemente  cocinados.  La 
carencia  o  escasez  de  agua  salubre  y  de  las  instalaciones  adecuadas  de 
saneamiento,  así  como  una  deficiente  gestión  de  desechos,  contribuyen  a  la 
propagación de  la enfermedad  (World Health Organization, 2010). Uno de  los 
tipos de alimento involucrados son los moluscos bivalvos que se contaminan en 










20%  de  los  enfermos  desarrollan  el  cuadro  típico  de  cólera  con  signos  de 
deshidratación  moderada  o  grave  (puede  exceder  de  20  litros  al  día) 
(Mekalanos  et  al.,  1997),  ocasionando  la  muerte  en  horas,  si  no  recibe  un 
tratamiento adecuado rápidamente. 




está  indicado  el  uso  de  antibióticos  como  la  tetraciclina,  doxiciclina, 
furazolidina. 
En cuanto a las medidas de prevención, están se basarían en la desinfección de 








En ningún caso se  recomienda  la vacunación masiva de  la población, dada  la 




contiene  una  subunidad  B  recombinada  y  la  otra  no.  Ambas  brindan  una 
protección superior al 50% que dura dos años en condiciones de endemicidad. 








controlar  o  prevenir  las  epidemias  de  cólera.  El  instrumento  de  toma  de 
decisiones  en  tres  pasos  de  la  OMS  pretende  orientar  a  las  autoridades 




A  lo  largo de  la historia, poblaciones de todo el mundo se han visto afectadas 
esporádicamente por brotes devastadores de cólera. Hipócrates (460‐377 AC) y 
Galeno  (129‐216  DC)  ya  describieron  en  su  día  una  enfermedad  que 
probablemente era cólera, y hay muchos  indicios de que  los habitantes de  las 
llanuras del Río Ganges conocían ya en la antigüedad una enfermedad similar a 
esta. 
Los modernos  conocimientos  sobre  el  cólera,  sin  embargo,  datan  sólo  de  los 
comienzos  del  siglo  XIX,  época  en  que  los  investigadores  como  John  Snow 
empezaron a profundizar en las causas de la enfermedad y en su tratamiento.  











En 1961 se  inició en  Indonesia  (islas Célebes)  la séptima pandémica de cólera, 
que  se  propagó  rápidamente  a  otros  países  de  Asia,  Europa,  África  y, 
finalmente,  en  1991,  llegó  a  América  Latina,  que  había  estado  libre  de  la 
enfermedad durante más de un siglo. La enfermedad se propagó rápidamente 
en  esa  región,  causando  casi  400.000  casos  notificados  y  más  de  4.000 
defunciones en 16 países de América durante ese año. 
En  1992  apareció  en  India  y  en  Bangladesh  un  nuevo  serogrupo  –derivado 
genéticamente del biotipo El Tor‐ que causó una extensa epidemia. Esta nueva 
cepa denominada V.  cholerae O139  ´´Bengala´´,  se propagó  rápidamente  a  los 
países vecinos y desplazó los casos de cólera originados por el serogrupo O1. El 
cuadro clínico que producía era  idéntico al causado por  las cepas O1. A partir 
de  estudios moleculares,  se ha demostrado que  las  cepas de V.  cholerae O139 
están muy relacionadas con  las cepas O1 el Tor de  la séptima pandemia, pero 
tienen varias características que las distinguen. Las cepas O139 tienen cápsulas, 
sin embargo no están presentes en  las cepas O1. El  lipopolisacárido  (LPS) del 
O139 contiene colitosa , azúcar que no está presente en los LPS de las cepas O1, 
ni  tampoco  en  los  LPS  de  otras  especies  de  la  familia  Vibrionaceae.  Al 
serogrupo O139  le  faltan  varios de  los  genes  rfb,  que  son  responsables de  la 





paulatinamente  hasta  que  en  1994,  un  nuevo  clon  O1  el  Tor  reemplazó  el 
serogrupo O139 en Calcuta. En 1996 reapareció en Calcuta un nuevo clon de V. 
cholerae  O139,  siendo  el  serogrupo  dominante  durante  el  periodo  1996‐1997 













importantes  son: África, Asia y América del Sur y Central. En  cambio, en  los 
países  desarrollados  se  detectan  casos  esporádicos,  fundamentalmente 
importados de áreas endémicas o en las que existe un brote epidémico.  
En  Enero  de  1991,  las  cepas  de  los  brotes  de  la  séptima  pandemia  se 
expandieron a  lo  largo de  la  costa peruana,  registrándose 107.064  casos de V. 
cholerae  (OPS, 1991). En 2001,  fueron publicados por  la Organización Mundial 
de la Salud (OMS), 184.311 casos de cólera y 2.728 muertes relacionadas con esta 
enfermedad  en  58  países  (World  Health  Organization,  2002);  el  número  de 
casos  y muertes  es probablemente mucho mayor  que  este  total, debido  a un 
subregistro  significativo  de  cólera  en  muchos  países  en  los  cuales  se  han 
producido brotes de  cólera y no han  sido  informados. En  contraste  con  1990 
(Fig 4), cuando los casos fueron concentrados en el continente Americano, se ha 
observado que a partir de 1996    la mayoría de  los casos notificados procedían 



















Después  de  un  episodio  pandémico  en  una  zona  geográfica,  el  cólera 
generalmente  se  instala  con  un  patrón  endémico  de  brotes  estacionales 
separados por periodos de  inactividad. En América del  Sur, por  ejemplo,  los 
casos  se  concentran  en  los meses  de  verano  (Enero  y  Febrero).  Los  estudios 
llevados  a  cabo  en  Perú  demuestran  que  las  epidemias  estacionales  de  V. 
cholerae  son  a menudo  anunciadas  dos meses  antes  de  que  ocurran  por  un 
aumento de  esta bacteria  en  el ambiente  (provocado, a  su vez, por aumentos 
estacionales  de  la  temperatura  del  agua)  (Franco  et  al.,  1997),  con  aparentes 
´´desbordamientos´´ de  la bacteria en poblaciones humanas.   La aparición y  la 
intensidad  de  las  epidemias  también  ha  sido  relacionada  con  fenómenos 
climáticos  mundiales;  la  intensidad  de  la  epidemia  ha  alcanzado  su  punto 
máximo  en  la  costa  occidental  de  América  del  Sur  y  en  Bangladesh,  en 
asociación con el  fenómeno de  la oscilación austral del Niño  (Speelmon et al., 








En  los últimos años  se han producido brotes masivos  en países que  llevaban 
varios años exentos de  la enfermedad. En uno de  los mayores, que tuvo  lugar 




mediados de Octubre, y  en Febrero de  2011  el Ministerio de Salud Pública y 
Población  de Haití  notificó  cerca  de  230.000  casos,  de  los  que más  de  4.500 
habían resultado mortales (World Health Organization, 2010). 
Actualmente, en los EE.UU. se notificaron 11 casos de cólera en el estado de la 
Florida donde  se aisló Vibrio  cholerae O75  toxigénico  (Onifade et al., 2011). La 
causa del  brote  estuvo  asociada  al  consumo de  ostras  crudas.  Se  conoce  que 
cepas de  cólera  no‐O1  circulan  a  lo  largo de  las  costas del Golfo de México, 











1.4. Origen  y  Rutas  de  dispersión  de  Vibrio  parahaemolyticus  y  Vibrio 
cholerae: efectos de las aguas de lastre. 
Los orígenes y las vías de difusión de las cepas patógenas de V. parahaemolyticus 
y  V.  cholerae  responsables  de  los  grandes  brotes  son  un  tema  de  gran 
controversia.  La  propagación  de  cepas  pandémicas  de  spp.  procedentes  de 
zonas endémicas se ha atribuido a la descarga de agua de lastre de los buques 
de carga. Los vertidos de las aguas de lastre se reconocen como un importante 






Se  ha  estimado  que  más  de  10.000  millones  de  TM  de  aguas  de  lastre  se 
descargan  anualmente  en  el mundo  (Niimi,  2004),  lo que ha dado  lugar  a  la 
llegada de numerosas especies exóticas a diversas regiones. Cada buque puede 
transportar desde varios centenares de litros hasta 100.000 toneladas de agua de 
lastre,  según  las  dimensiones  y  finalidades  del  buque.  Se  estima  que, 
actualmente,  el  agua  de  lastre  puede  transportar  más  de  5000  especies  de 
animales y plantas al día en todo el mundo. Así se ha documentado la entrada 
de mejillón cebra en el este de Norteamérica procedente de Rusia, el cangrejo 
verde  de  Europa  en  California  y  Australia,  el  alga  Caulerpa  taxifolia  en  el 
Mediterráneo  procedente  de  aguas  tropicales,  la  almeja  china  en  EEUU 
procedente  de China‐Corea,  o  la  navaja  americana  en  Europa.  También  han 
sido  documentados  los  casos  de  introducción  de  especies  de  dinoflagelados 
tóxicos  causantes  de  mareas  rojas  que  producen  intoxicaciones  severas  por 
consumo  de  moluscos.  Este  es  el  caso  de  la  introducción  de  Gymnodinium 
catenatum  en  Australia  procedente  de  Japón,  Alexandrium  catenella  en  Tau 






2004). Las  aguas de  lastre  también  han  sido  identificadas  como  vehículos de 
introducción del clon pandémico de Vibrio cholearae O1 serotipo  Inaba, biotipo 




2004  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2005).  En  cada  uno  de  estos  episodios,  las 
infecciones  surgieron  en  zonas  cercanas  a  los  puertos  internacionales  y  se 
relacionaron  con  cepas  pandémicas.  Estas  cepas  pertenecientes  al  complejo 
clonal  pandémico  no  se  detectaron  en  cualquiera de  estas  áreas  antes  de  los 
brotes y ni  en  casos  clínicos o  en  el medio  ambiente después de  estos brotes 
(DePaola et al., 2000). Sin duda, uno de los grandes misterios de la pandemia de 
V.  parahaemolyticus  es  por  qué  el  complejo  clonal  pandémico  llegó  a  ser 
endémico en Asia y América Latina, pero no en Europa o América del Norte. 
El  aumento de  los  transportes  internacionales,  el  turismo,  la  construcción de 
infraestructuras  que  rompen  fronteras  naturales  o  la  acuicultura  facilitan 
nuevas  vías  para  que  especies  procedentes  de  diversos  puntos  del  planeta 
colonicen zonas muy alejadas de su hábitat natural. La  llegada de una especie 
extraña a un ecosistema puede convertirse en una amenaza para los organismos 
nativos  al  desplazarlos  de  su  hábitat,  competir  por  los  mismos  recursos  o 
incluso  ser  sus  depredadores.  Y  no  se  trata  sólo  de  un  problema  ecológico. 
Desde  que  en  1869  se  construyó  el  Canal  de  Suez,  más  de  300  especies 




El tráfico marítimo es otra de  las causas por  las que  las especies  logran cruzar 
océanos, ya que hay algunas que “viajan” adheridas a las quillas de los barcos o 
en el agua lastre de las embarcaciones cuyo vertido al mar supone la descarga 




























Marítima  Internacional ha  señalado que  la descarga de  agua de  lastre puede 
causar  infecciones  e  incluso  muertes  debido  a  la  introducción  de  agentes 
patógenos y está trabajando para la introducción de regulaciones sobre el tema. 
Esta organización ha desarrollado y enviado una serie de guías voluntarias para 
minimizar  el  efecto  del  peligro  de  organismos  y  patógenos  en  el  control  y 
mantenimiento  de  las  aguas  de  lastre  en  los  barcos.  En  estas  guías  se 
recomienda  tratamientos mecánicos para  eliminar organismos procedentes de 
aguas  de  lastre.  Estos  tratamientos  deberían  de  incluir  filtración,  tratamiento 
con calor, tratamientos con biocida e irradiación con luz ultravioleta. 
La Conferencia de las Nacionales Unidas del Ambiente y Desarrollo (UNCED), 











proporcionada  por  la  llegada  de  cepas  endémicas  de Asia  hasta  la  costa  del 
Pacífico de América del Sur. Una investigación retrospectiva de las condiciones 
oceanográficas  durante  la  aparición  del  cólera  y  V.  parahaemolyticus  en  Perú 
reveló que la aparición de estos casos coincide concurrentemente con la llegada 
de dos episodios de El Niño en el Perú (Martinez‐Urtaza et al., 2008). El Niño es 
un  fenómeno  complejo de oscilación del  sistema océano‐atmósfera en  la zona 
ecuatorial del Océano Pacífico, que impacta severamente en el clima de todo el 
mundo.  Este  fenómeno  también  se  caracteriza  por  el  movimiento  zonal  de 
aguas  calientes  y menos  salinas  desde  el  Pacífico  occidental  a  las  costas  de 
América del Sur (Picaut et al., 1996). 
Las  infecciones causadas por el clon pandémico  frente a  las costas de Perú en 
1997,  tuvieron  un  patrón  de  dispersión  de Norte  a  Sur  coincidiendo  con  la 
entrada  de  masas  de  agua  cálida  características  del  fenómeno  de  El  Niño 
(Martinez‐Urtaza et al., 2008). Este patrón de difusión fue similar al observado 
durante  la aparición de una epidemia de cólera en 1991 (Seas et al., 2000). Los 




al.,  1999; Ulloa  et  al.,  2001; González  et  al.,  2002). La  llegada de  zooplancton 
foráneo, y  el  colapso de  las poblaciones  zooplanctónicas nativas  coincidieron 
con estos brotes causados por Vibrio. De esta manera, la entrada de copépodos 





Considerando  que  la  actividad  económica  de  Galicia  tiene  una  importante 
dependencia de su medio ambiente marino, siendo Galicia una de las mayores 
productoras  de moluscos  bivalvos  del mundo,  cualquier  problema  sanitario 
asociado  con  el  consumo de moluscos de Galicia  va  a  tener una  repercusión 
directa en su comercialización y en toda la industria asociada a  la producción, 









Galicia  está  relacionado  directamente  con  su  costa  donde  su  población  se 









de  filtración  asociado  a  su  alimentación  y  respiración.  Esta  característica 
biológica se ha visto todavía más remarcada por algunos productos, como por 
ejemplo las ostras, que suelen consumirse en crudo y vivas, es decir, sin ningún 
tratamiento  culinario que  reduzca o  elimine  la  contaminación presente  en  su 
organismo  y  que  puede  provocar  infecciones  asociadas  a  su  consumo.  Los 
moluscos bivalvos de interés comercial crecen en las zonas costeras, bien en el 
bentos marino, o bien en suspensión en dispositivos de cultivo. En ambos casos 
su  hábitat  de  crecimiento  suele  estar  sometido  a  una  fuerte  presión 
antropogénica,  que  puede  provocar  la  contaminación  por  bacterias  y  virus 
patógenos humanos, que en el caso de que permanezcan en los moluscos en el 





mundo,  contribuyendo  el  cambio  climático  y  el  calentamiento  global  a  la 
extensión  del  rango  geográfico  en  que  dichos  patógenos  están  presentes  en 
cantidades significativas.  
No  es  posible  gestionar  los  riesgos  asociados  con  los  moluscos  bivalvos 
mediante una estrategia única. Por ejemplo, la prevención de la contaminación 
fecal  es un paso necesario  en  la gestión de patógenos  entéricos, pero  esto no 






ambientes  marinos  de  estuarios  y  costas.  Por  este  motivo,  las  zonas  de 
producción  de  moluscos  están  sometidas  a  controles  microbiológicos  que 
regulan su extracción, y en el caso de presentar contaminación microbiológica, 
los moluscos deben  ser  sometidos  a procesos de depuración  en  agua de mar 
limpia  que  reduzcan  o  eliminen  la  contaminación  hasta  niveles  que  no 
supongan  un  peligro  para  la  salud  humana,  aunque  Vibrio  spp.  no  esté 
controlado en estos análisis. 
Los sistemas acuáticos de zonas pobladas reciben un constante aporte de agua 
contaminada por  la actividad humana y animal  lo que provoca un  importante 
deterioro  de  este medio. De  todas  las  fuentes  de  contaminación  posibles,  la 
asociada  a  microorganismos  patógenos  humanos  es  la  considerada  más 
importante  desde  el  punto  de  vista  sanitario,  ya  que  puede  implicar  la 
contaminación  del  agua  de  zonas  de  recreo  (playas,  piscinas,  etc.),  agua  de 
consumo  público  y  de  zonas  destinadas  a  la  acuicultura.  La  presencia  de 
microorganismos  patógenos  en  estas  zonas  supone  un  riesgo  para  la  salud 
pública,  además  de  una  importante  pérdida  económica  debido  al  cierre  de 
zonas  de  baño  y  de  las  zonas  de  cultivo  de moluscos.  El mayor  riesgo  por 
contaminación  fecal humana  es  la probable presencia de patógenos  entéricos 
humanos (Salmonella spp., E. coli o Cryptosporidium spp.). Pero  la contaminación 
fecal puede ser de origen animal que también son  reservorios de una variedad 
de  patógenos  entéricos.  Para  establecer  los  verdaderos  riesgos  sanitarios 
asociados  a  la  presencia  de  microorganismos  es  necesario  conocer  la 
contaminación  existente  en  la  zona  y  conocer  su  origen.  Debido  a  que  es 
totalmente  imposible  efectuar  análisis  de  todos  los  patógenos  humanos  que 
puedan ser un riesgo potencial para la salud humana, tradicionalmente se han 
empleado  microorganismos  indicadores  para  predecir  la  presencia  de 
contaminación fecal en el agua. Un microorganismo indicador ideal sería aquel 
que  no  siendo  patógeno,  pueda  detectarse  y  cuantificarse  fácilmente,  tenga 
características de supervivencia similares a las de los patógenos a investigar, y 
pueda  ser  estrechamente  asociado  con  la  presencia  de  microorganismos 
patógenos (Simpson et al., 2002). 









producción de moluscos y  aguas de  las  rías de Galicia  (Romalde  et  al.,  2002; 
Gomez‐Couso  et  al.,  2003;  Lozano‐León  et  al.,  2003; Martinez‐Urtaza  et  al., 
2004).  Pero  sin  embargo  es  muy  limitada  la  información  sobre  las  vías  de 
entrada  de  contaminación,  los  factores  que  favorecen  la  aparición  de  la 
contaminación,  la  carga  de  contaminación  diaria  recibida  y  la  distribución  y 
permanencia de  la  contaminación en  los ecosistemas acuáticos de  las  rías. De 
igual  forma,  tampoco  se han  identificado  las  fuentes  reales de  contaminación 
(ríos,  poblaciones,  plantas  de  tratamiento  de  aguas  residuales,  actividad 
industrial, etc.) y el peso que cada una de ellas tiene en el aporte diario de carga 
contaminante.  Apenas  se  tiene  información  sobre  la  contaminación  de  las 
cuencas  fluviales principales que suponen el aporte principal de agua dulce a 
los sistemas estuáricos. A toda esta ausencia de información hay que añadirle la 
casi  inexistencia  de  estudios  epidemiológicos  sobre  bacterias  entéricas  en 
Galicia  y  la  falta  de  caracterización  de  los  patógenos  aislados,  lo  que 
imposibilita la comparación de aislamientos de distintas zonas u orígenes para 
estudiar  su  posible  relación  genética  o  conexión  epidemiológica.  Esta 
información  nos  permitiría  identificar  los  focos  de  contaminación  y  una 
completa  caracterización  de  la  contaminación microbiológica  existente  en  las 
rías,  lo  que  nos  proporcionaría  una  herramienta muy  útil  para  erradicar  los 
focos  de  contaminación  y  con  ello mejorar  la  calidad microbiológica  de  las 
aguas costeras y productos marinos, minimizando el riesgo sanitario asociado a 
























•  Analizar  y  establecer  la  distribución  y  dinámica  estacional  de  las 





V.  parahaemolyticus  para  establecer  su  estructura  poblacional  en  Galicia  y 
mecanismos  de  aparición  de  poblaciones  patógenas  asociadas  con  nichos 
específicos. 
• Examinar  las  potenciales  relaciones  epidemiológicas  entre  los 
microorganismos  aislados  en  el  medio  ambiente  de  Galicia  con  aquellos 
obtenidos  de  otras  fuentes,  especialmente  procedentes  del  medio  ambiente 
marino  y de brotes de infección detectados en Galicia y otras zonas del mundo. 




• Identificar  la dinámica estacional de  la presencia de V. parahaemolyticus y V. 
cholerae  en  zonas  de  producción  de  cultivo  de  Galicia  y  su  asociación  con 
factores ambientales y oceánicos. 
• Determinar  la  estructura  genética  de  las  distintas  poblaciones  de  V. 





-Prevalencia y diversidad genética de las poblaciones 
patógenas de Vibrio parahaemolyticus en aguas 








Los  reservorios  naturales  y  las  características  biológicas  de  las  poblaciones 
patógenas  de  V.  parahaemolyticus  en  hábitats  marinos  aún  no  se  conocen 
claramente  debido  a  las  dificultades  que  hay  en  obtener  cepas  patógenas 
procedentes  en  el medio  ambiente. La distribución  y  las  características de V. 
parahaemolyticus patógeno han  sido  investigadas  en muestras de agua de mar 
durante un año en tres áreas estuáricas de Galicia, incluyendo algunas zonas de 
los principales puertos  internacionales de  esta  región. V.  parahaemolyticus  fue 
detectado en 35.5% de las muestras analizadas y se aislaron 535 cepas durante 
el  periodo  del  estudio.  En  94  cepas  estudiadas,  se  identificaron  genes  de 
virulencia  con  diferentes  perfiles  genéticos:  66  trh+/tdh‐,  24  trh‐/tdh+  and  4 
trh+/tdh+. Los patrones de distribución espacial y estacional de la población de 




















organismo  han  surgido  en  zonas  donde  raramente  habían  sido  detectadas, 
como Chile (Gonzalez‐Escalona et al., 2005), Alaska (McLaughlin et al., 2005) y 
España (Lozano‐León et al., 2003; Martinez‐Urtaza et al., 2005). 
A  pesar  de  la  creciente  importancia  de  V.  parahaemolyticus  desde  una 
perspectiva  epidemiológica,  se  consideran  pocos  los  avances  que  se  han  
evidenciado en el conocimiento de la ecología de las poblaciones patógenas de 
este microorganismo  en  el medio  ambiente. Casi  todas  las  cepas  aisladas  de 
infecciones  humanas  suelen  poseer  genes  tdh  o/y  trh,  que  son  considerados 
marcadores de virulencia universales  (Kaysner C. A. and   DePaola, 2001). Sin 
embargo,  las  cepas  con  características de virulencia  se encuentran muy pocas 
veces en el medio marino,  incluso en  regiones donde  se han originado brotes 
causados  por  esta  bacteria  (DePaola  et  al.,  2000).  De  todos  los  especímenes 
patógenos detectados  en diversos  estudios,  sólo  entre  el  1% y  3 %   han  sido 
recuperados  de  fuentes  ambientales  (DePaola  et  al.,  1990;  Nishibuchi  and 
Kaper, 1995; DePaola et al., 2000). Por lo tanto, la falta de información acerca de 




En  un  estudio  anterior  realizado  en  Galicia  sobre  la  presencia  de  V. 
parahaemolyticus  en  las  cuatro principales  rías gallegas durante un periodo de  
tres años, sólo se ha podido describir la presencia de dos cepas tdh+ procedentes 
de una muestra de mejillón, después de una  caracterización de más de  2.320 
cepas  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2008b).  Estos  resultados  contrastan  con  la 











el  año  2004  y  fue  asociado  al puerto de A Coruña. En  contraste  con  los dos 
brotes  anteriores,  los  casos  detectados  en A  Coruña,  se  asociaron  con  cepas 
pertenecientes al complejo clonal pandémico de V. parahaemolyticus, que surgió 
en Asia en 1996 (Okuda et al., 1997b). 







como  también  se  observó  en  otros  brotes  asociados  con  cepas  pandémicas, 
como por ejemplo en Texas en 1998 (Daniels et al., 2000b). 
El medio marino de Galicia  es un  importante  centro de  actividad  económica 
relacionada con el marisqueo y el  turismo. Los puertos de A Coruña, Ferrol y 
Vigo  son  los  tres  principales  puertos  internacionales  en  esta  región  y  éstos 
albergan  un  intenso  tráfico  marítimo  de  Asia  y  América  del  Sur,  zonas 
endémicas  de  principales  enfermedades  humanas  ocasionadas  por  Vibrio.  El 
papel potencial del  transporte marítimo existente en estos puertos y en zonas 
estuáricas  adyacentes,  puede  contribuir  en  la  introducción  de  nuevas  cepas 
patógenas de V. parahaemolyticus  en  el medio marino de Galicia. Por  ello,  fue 
evaluado  en  este  estudio,  el  impacto  de  esta  actividad  sobre  el  riesgo  de 
aparición  de  infecciones  causadas  en  el  hombre  por  este  agente  patógeno 
marino. 
Con las pruebas epidemiológicas anteriores, se ha diseñado este estudio para la 
detección  de  posibles  cepas  patógenas  de  V.  parahaemolyticus  en  las  zonas 
estuáricas vinculados a los brotes en Galicia. Las cepas obtenidas a lo largo del 













El  estudio  se  llevó a  cabo  en zonas  estuáricas de diferentes áreas  (A Coruña, 












situada al SW del Arco Ártabro  (conjunto  formado por  las rías de La Coruña, 
Ares‐Betanzos y Ferrol). El puerto de La Coruña es el puerto de mayor volumen 







de  las Rías  Bajas  de Galicia  (España).  Está  situada  al  sur  de  la  provincia  de 
Pontevedra,  y  se  extiende  en  dirección Noreste  con  una  longitud  de  35  km 
desde su bocana en Cabo Silleiro hasta su punto más interior en Arcade, y con 
una anchura máxima de 7 km que se estrecha en Rande hasta  los 700 metros. 
Conjuntamente,  también  se  incluyeron  sitios  de muestreos  localizados  en  el 

















































Las  muestras  de  agua  de  mar  se  analizaron  por  filtración  empleando  una 
bomba de vacío. Para ello, de cada muestra de agua de mar se  filtraron entre 




se  sembraron  en medios  TCBS  (tiosulfato  –  citrato  –sales  biliares  –  sacarosa, 
Merck)  (ver  anexo, medio  2)  y  ChromAgar  (ChromAgar,  Paris,  France)  (ver 
anexo, medio 3). Las colonias sospechosas de V. parahaemolyticus en  las placas 
de TCBS y ChromAgar se aislaron en TSA (ver anexo, medio 4) al 2% de ClNa 








Las  muestras  de  agua  de  mar  se  analizaron  por  filtración  empleando  una 
bomba de vacío. Para ello, de cada muestra de agua de mar se  filtraron entre 




se  sembraron  en  edios  TCBS  (tiosulfato  –  citrato  –sales  biliares  –  sa arosa, 
Merck)  (ver  anexo, medio  2)  y  ChromAgar (ChromAg r,  Paris,  France)  (ver 
anexo, medio 3). Las colonias sospechosas de V. parahaemolyticus en  las placas 
de TCBS y ChromAgar se aislaron en TSA (ver anexo, medio 4) al 2% de ClNa 













Las alícuotas del  caldo de enriquecimiento de APW  fueron utilizados para  la 
extracción  de DNA. Un mililitro  (ml)  de  caldo  fue  centrifugado  a  1.000  rpm 
durante  2  minutos.  El  sobrenadante  fue  trasladado  a  un  nuevo  tubo  y 
centrifugado  nuevamente  a  10.000  rpm  durante  10  min.  Se  descartó  el 
sobrenadante y el consiguiente pellet  fue resuspendido en 300 microlitros  (μl) 
de  1xTE  buffer  (10  mM  Tris  pH8.  0,1  mM  EDTA)  (ver  anexo,  medio  5)  y 








Para  la extracción de DNA de  los aislamientos, una  cantidad de  cultivo puro 
fue trasladado a 5 ml de caldo Luria‐Bertani con 2% de NaCl (ver anexo, medio 
7), incubándose por la noche a 37 °C en un baño con agitación. Un ml de caldo 
de  cultivo  fue  transferido  a  un  tubo  de  1,5 ml  y  centrifugado  a  10.000  rpm 
durante 7 min. El pellet resultante fue resuspendido en 300 μl de 1 ×TE buffer y 
las  suspensiones  celulares  fueron  lisadas  por  ebullición  durante  10  min.  El 
lisado fue centrifugado a 13000 rpm a 4 °C durante 5 minutos y el sobrenadante 
fue transferido a otro tubo y almacenado a ‐20 °C hasta su uso. 
La  cuantificación de DNA  se  realizó diluyendo 1:10 el DNA en agua  libre de 









aislamientos  fue  investigada  utilizando  el  gen  específico  Vp‐toxR  de  V. 
parahaemolyticus,  según  el protocolo PCR descrito por Kim  y  col.  (Kim  et  al., 
1999) (Tabla 10). La presencia de genes relacionados con virulencia tdh y trh en 





Las  reacciones  de  PCR  se  llevaron  a  cabo  en  un  termociclador  PTC  200  (MJ 
Research, South San Francisco, California). Todos los productos de PCR fueron 
comprobados por electroforesis en geles de agarosa 1,6 %  (tipo  II de agarosa, 
Sigma‐Aldrich, USA)  (ver anexo, medio 8)  teñidos con bromuro de etidio  (0,5 
μg/ml;  Sigma)  (ver  anexo,  medio  9)  y  fotografiados  en  un  transluminador 
Alpha innotech 2200 UV y procesados en el Alphaimager 2200 (Alpha innotech, 




pandémica,  trh‐/tdh+)  se  utilizaron  como  controles  en  todas  las  pruebas 
bioquímicas y ensayos de PCR. 






























de  orientación  perpendicular.  Esta  técnica  fue  realizada  según  la  técnica 
normalizada  “One‐Day  (24‐28h)  Standardized  Laboratory  Protocol  for 
Molecular  Subtyping  of  Non‐typhoidal  Salmonella  by  PFGE”  (Centers  for 
Disease Control and Prevention, 2002), adaptada a V. parahaemolyticus mediante 
el  empleo  de  enzimas  de  restricción  diferenciadas  y  condiciones  de 
electroforesis propias  (Martinez‐Urtaza et al., 2004). El DNA cromosómico  fue 






Los  tiempos  de  pulso  fueron  de  2  a  40  s  durante  18  horas  a  6,0 V/cm.  Los 
patrones  de  restricción  se  compararon  con  el  software  BioNumerics 





El  sistema  de  serotipificación  de  V.  parahaemolyticus  incluye  13  antígenos 
somáticos ´´O´´ y 71 capsulares ´´K´´ diferentes. La determinación de serotipos 
por  combinación  O:K  ha  resultado  útil  para  la  caracterización  de  cepas 
detectadas en brotes de infección. El lipopolisacárido (OR) y el capsular (K) de 
los  aislamientos  positivos  se  determinaron  por  pruebas  de  aglutinación  con 







Los  parámetros  ambientales  incluidos  en  el  estudio  fueron:  temperatura  del 
aire,  el  viento,  las  horas  de  sol,  lluvia,  temperatura  del  agua  del mar  y  la 
salinidad.  
La  temperatura  ambiente  diaria  fue  considerada  como  la  temperatura media 
registrada  en un día. La dirección del  viento  fue medida  como  el  tiempo  en 




salinidad)  para  cada  sitio  de muestreo,  se  obtuvieron  a  partir  de  los  datos 
proporcionados  por  el  programa  vigilancia  del  medio  marino  de  Galicia, 
llevado a cabo por el Instituto Tecnolóxico para o Control do Medio Mariño de 
Galicia  (INTECMAR,  Xunta  de  Galicia,  Vilagarcía  de  Arousa,  España),  a 
excepción  de  los  datos  de  salinidad  del  puerto  de A Coruña  que  no  fueron 
registrados. 
Los datos  de  la  temperatura  ambiente,  el  viento,  las  horas de  sol  y  la  lluvia 
fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Meteorología del Ministerio 
de Medio  Ambiente  y  se  registraron  en  las  estaciones meteorológicas:  1354 
situada en la ría de Ferrol (coordenadas: 8 º 15ʹ 37ʺW; 43º 28ʹ 31ʺN, altura 4 m), 











fue  calculada  por  ESRI  (Enviromental  Systems Research  Institute).  Los  datos 





interpolación  con  los  siguientes  ajustes:  poder  2  (distancia  euclidiana),  12 
puntos  y  variable  radio  búsqueda.  Los  formatos  de  datos  fueron  Shapefile 
(vector data) y GRID (raster data) por ESRI y la fuente de los datos vectoriales 




Las  diferencias  en  las  frecuencias  de  presencia  de  V.  parahaemolyticus  en 
diferentes  lugares y épocas  fueron analizadas por el test de Chi‐cuadrado y  la 
prueba exacta de Fisher. 
Las  asociaciones  entre  los  factores  ambientales  y  la  presencia  de  V. 
parahaemolyticus  se  analizaron mediante  el  análisis de  regresión  logística. Las 
relaciones  entre  la  presencia  de  V.  parahaemolyticus  y  cada  uno  de  los 
parámetros ambientales incluidos en el estudio fueron inicialmente examinados 
por análisis de  regresión  logística  simple. Una vez  seleccionadas  las variables 
significativas  a  nivel  individual,  se  llevó  a  cabo  un  modelo  de  regresión 
logística  múltiple.  La  probabilidad  estimada  y  el  ratio  Odds  (OR)  fueron 
estimadas por análisis de regresión logística. El ratio Odds (OR) se define como 
la previsión del cambio de probabilidades para un aumento de una unidad de 


















agua  de mar,  respectivamente),  en  comparación  con  el  puerto  de A Coruña 
donde  sólo  hubo  6  muestras  tdh+  (4.7%)  y  7  muestras  trh+  (5.5%).    No  se 
detectaron  cepas  trh+  en  la  ría  de  Vigo  y  la  presencia  de  tdh+  de  V. 
parahaemolyticus sólo fue detectada en 2 muestras (1,9 %). 
Área  Punto de Muestreo  Muestras  toxR  trh  tdh 
A Coruña  1  21  6 (28.5%)  1 (4.8%)  1 (4.8%) 
2  21  9 (42.8%)  1 (4.8%)  0 (0%) 
3  21  4 (19.0%)  0 (0%)  0 (0%) 
4  21  6 (28.5%)  1 (4.8%)  2 (9.5%) 
5  21  6 (28.5%)  2 (9.5%)  2 (9.5%) 
6  21  5 (23.8%)  2 (9.5%)  1 (4.8%) 
Total  126  36 (28.5%)  7 (5.5%)  6 (4.7%) 
Ferrol  1  20  7 (35%)  3 (15%)  2 (10%) 
2  20  10 (50%)  3 (15%)  2 (10%) 
3  20  8 (40%)  2 (10%)  4 (20%) 
4  20  12 (60%)  5 (25%)  3 (15%) 
5  20  11 (55%)  2 (10%)  2 (10%) 
Total  100  48 (48%)  15 (15%)  13 (13%) 
Vigo  1  21  5 (23.8%)  0 (0%)  2 (9.5%) 
2  21  5 (23.8%)  0 (0%)  0 (0%) 
3  21  5 (23.8%)  0 (0%)  0 (0%) 
4  21  5 (23.8%)  0 (0%)  0 (0%) 
5  21  13 (61.9%)  0 (0%)  0 (0%) 
Total  105  33 (31.4%)  0 (0%)  2 (1.9%) 
Total    331  117 (35.3%)  22 (6.6%)  21 (6.3%) 
Tabla 11.  Incidencia de V. parahaemolyticus total y de sus poblaciones patógenas trh+ y 
tdh+ en diferentes sitios de muestreo durante todo el período de estudio.  







durante  el  período  del  estudio  fue  analizado  con  el  Sistema  de  Información 
Geográfica (SIG) (Arcgis versión 9,1) y la extensión del análisis espacial se llevo 
a  cabo  por  el  Instituto  de  Investigaciones  en  Sistemas,  utilizando  los  datos 
vectoriales originados de BCN200 (base cartográfica, escala numérica 1:200.000) 
procedentes del Instituto Geográfico Nacional de España (Fig 6). 
La  incidencia de V. parahaemolyticus  total en  las diferentes zonas de muestreo 
dentro de  la ría de Ferrol osciló entre 35% y 60 %, y se pudo observar que  los 
porcentajes fueron aumentando hacia las áreas internas de la ría (Tabla 11). La 
mayor  presencia  de  cepas  trh+  (25%  de  las  muestras)  fue  detectada  en  la 
ensenada de Caranza (punto 4), sin embargo,  la presencia de poblaciones  tdh+ 
(20%)  fue  destacada  en  el  punto  3  (muelle  internacional  para  los  buques  de 
carga). 
En el puerto de A Coruña,  la presencia de V. parahaemolyticus varió del 19% a 
42,8 %,  con una mayor  incidencia  en  el punto  2  (muelle de pesca‐Muelle del 
Centenario‐Sur). La mayor prevalencia de cepas trh+ se produjo en los sitios 5 y 
6  (Muelle  Pesquero  y  Deportivo  de  Oza),  con  un  9,5  %  de  las  muestras 




una  incidencia  que  fue  desde  23,8  %  a  61,9  %.  La mayor  incidencia  de  V. 
parahaemolyticus total, fue observada en el lugar de muestreo donde la salinidad 
es más baja. Las poblaciones patógenas  trh+ de V.  parahaemolyticus no  fueron 
detectadas  en  esta  ría  y  sólo  dos  muestras  positivas  de  V.  parahaemolyticus 














durante  todo  el  año,  destacando  una mayor  incidencia  (58.7%)  y  un mayor 
número de  cepas  (272)  en  los meses de  otoño  (Fig  7). Un patrón  similar  fue 
observado  con  especímenes  trh+,  que  alcanzaron  los  valores  más  altos  en 
Octubre  (18,7 %)  y  en Noviembre  (31,2 %).  Por  el  contrario,  la  presencia  de 
poblaciones tdh+ mostró un patrón de estacionalidad diferente, con una máxima 
incidencia en Febrero (25%), y una extraordinaria prevalencia en Ferrol, donde 










fueron  aisladas  el  85%  de  estas  cepas.  En  cambio,  el  75%  de  las  cepas  tdh+ 















Todos  los  resultados  de  la  prevalencia  de  V.  parahaemolyticus  obtenidos  a  lo 
largo  de  todo  el  estudio  fueron  integrados  para  su  evaluación  conjunta  con 
datos  medioambientales  (viento,  lluvia,  insolación,  y  temperatura), 
oceanográficos  (upwelling,  temperatura  y  salinidad  del  agua  de  mar),  y 
transporte marítimo. 
Teniendo en cuenta el modelo de  regresión  logística simple,  los  resultados de 
presencia de V. parahaemolyticus en cada área fueron asociados con la salinidad 
(P < 0,05) y  la  temperatura  (P  < 0,01),  con  correlaciones negativas y positivas 
respectivamente. Ninguno de los otros parámetros se asoció significativamente 
con la presencia de la bacteria. En las áreas del Norte de las rías de Ferrol y A 
Coruña,  la  presencia  de  V.  parahaemolyticus  fue  influenciada  positiva  y 
potencialmente por la temperatura atmosférica en los días previos a la recogida 
de  la muestra. La presencia de esta bacteria estuvo también significativamente 










las  66  cepas  trh+  /tdh‐  (Fig  8).  Los  análisis  del  serotipado  identificaron  16 
serogrupos diferentes, entre los cuales predominaron serotipos pertenecientes a 
los serogrupos O1, (16 cepas), O5 (15 cepas) y O10 (13 cepas). Los serotipos más 
frecuentes  fueron O1:KUT  y O5:K17  compuesto por  12  cepas,  seguido por  el 
O10:KUT,  que  fue  identificado  en  8  cepas.   De  las  33  cepas  procedentes  del 
puerto de A Coruña,  tenemos que destacar un patrón  idéntico de PFGE  (PT8) 
en  11  cepas  pertenecientes  a  los  serotipos  O10:KUT,  O10:K71  y  O1:KUT. 
También  se  observó,  otro grupo  compuesto por  7  cepas  con  serotipo O5:K17 






En cuanto a  las 33 cepas  trh+/tdh‐ obtenidas de  la zona de Ferrol, se  identificó 
una  extraordinaria  diversidad,  con  12  serotipos  diferentes  distribuidos  en  20 
pulsotipos.  El  pulsotipo  predominante  fue  el  PT6,  el  cual  incluyó  cepas 
pertenecientes  a  serotipos  O1  (O1:KUT,  O1:K1  and  O1:K56).  Las  26  cepas 
restantes trh+/tdh‐ de la Ría de Ferrol también mostraron una alta diversidad de 




una  gran  uniformidad  en  la  caracterización  de  estas  24  cepas  trh‐/tdh+ 
detectadas  en  este  estudio  (Fig  8).  Un  grupo  genéticamente  dominante  y 
homogéneo fue identificado entre los aislamientos tdh+ obtenidos en los puertos 





resto de  las cepas  tdh+  (5 cepas) presentaron diversos serotipos y patrones de 
restricción no relacionados. 
En  la Ría de Vigo,  se  encontraron dos  cepas  trh‐/tdh+  con  serotipo O2:K28  y 
O2:KUT,  las  cuales  compartieron  un  patrón  exclusivo  de  PFGE  y 
completamente diferente al resto de las cepas de este estudio.  
Todas  las cepas  trh‐  /tdh+  fueron negativas en  los análisis del grupo‐especifico 












usando  el  paquete  de  software  online  iTOL,  presenta  la  relación  genética  entre  las 
cepas  trh+/tdh‐,  trh‐/tdh+  y  trh+/tdh+  en  relación  a  la  estacionalidad  y  al  lugar  de 
muestreo.  De  interior  a  exterior,  los  diferentes  anillos  indican  la  presencia  de 
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usando  el  paquete  de  software  online  iTOL,  presenta  la  relación  genética  entre  las 
cepas  trh+/tdh‐,  trh‐/tdh+  y  trh+/tdh+  en  relación  a  la  estacionalidad  y  al  lugar  de 
muestreo.  De  interior  a  exterior,  los  diferentes  ani los  indican  la  presencia  de 






Una  comparación  de  todas  las  cepas  trh‐/tdh+  y  trh+/tdh‐  obtenidas  en  este 
estudio  con  cepas  representantes de V.  parahaemolyticus patógeno  aisladas  en 
diferentes  zonas  del mundo  (Perú, Chile,  Taiwán, Corea,  India,  Laos,  Japón, 
Estados Unidos , Bangladesh, Tailandia y Reino Unido) mostraron que las cepas 
de Galicia presentan patrones de restricción diferentes, con  lo que no guardan 
relación  con  las  cepas  patógenas  de  otras  áreas  geográficas  (Fig  9  y  10)  y 

























FIG 9. Comparación de  la  relación genética de  los patrones de PFGE de  las cepas V. 
parahaemolyticus  tdh+    obtenidos  en  este  estudio  con  las  cepas de V.  parahaemolyticus 















La  detección  de  especímenes  patógenos  de  V.  parahaemolyticus  en  el  medio 
marino  de Galicia  no  ha  sido  suficientemente  estudiada.  La  presencia  de  V. 
parahaemolyticus se ha investigado en un estudio previo en 26 sitios ubicados en 
las  cuatro  principales  rías  de  Galicia.  Los  resultados  obtenidos  de  esta 
investigación  han  sido  limitados,  debido  a  que  sólo  se  aislaron  dos  cepas        
trh‐/tdh+ procedentes de una  sola muestra de mejillón en un análisis de 1.551 
muestras y en  la  caracterización de más de 2.320  cepas obtenidas durante un 
periodo de tres años (Martinez‐Urtaza et al., 2008b). 
El bajo número de  cepas patógenas  encontradas  en  las  áreas  centrales de  las 
rías,  contrasta  con  los  resultados  procedentes  de  las  aguas  estuáricas  de  los 
principales puertos de Galicia, donde  se  identificaron  66  cepas  trh+/tdh‐  y  24 
cepas  trh‐/tdh+  en  331  muestras  de  agua  de  mar.  La  abundancia  de  cepas 
trh+/tdh‐ y trh‐/tdh+ en las costas, denota un cambio importante en la estructura 
de  la  población  de  V.  parahaemolyticus  respecto  a  la  que  fue  previamente 
observada  en  el  ambiente marino de  esta  región,  con  especímenes patógenos 





incidencia  de  12.5%  y  35.3  %,  respectivamente.  La  prevalencia  de  V. 
parahaemolyticus  en  las  rías  está  estrechamente  asociada  con  los  cambios  de 





a  Diciembre),  excediendo  el  50%  y  coincidiendo  con  los  meses  donde  la 
salinidad es la más baja. La influencia de la salinidad también fue estudiada en 
la distribución de V. parahaemolyticus entre y dentro de  los puertos. La mayor 
incidencia  de  V.  parahaemolyticus  fue  registrada  en  Ferrol,  puerto  donde  la 
salinidad  es más baja  (28 ppt), y predominantemente  se detectó  en  las  zonas 
internas  de  la  ría,  donde  el  agua  es menos  salina. Una  situación  similar  fue 















La  principal  influencia  de  la  temperatura  se  produjo  en  combinación  con  la 
reducción de la salinidad durante el otoño. En estos meses, la temperatura del 
agua de mar continuó siendo alta, llegando a alcanzar un máximo de 18 °C y los 
valores  de  salinidad  disminuyeron  bruscamente  en  el  comienzo  de  la 
temporada  de  lluvias.  Por  el  contrario,  en  el mes  de  Diciembre,  aunque  la 
salinidad  se  mantuvo  baja,  la  presencia  de  V.  parahaemolyticus  disminuyó 
progresivamente debido a un descenso drástico de  la  temperatura de agua de 
mar  (13  °C).  En  el  mes  de  Enero  se  alcanzaron  niveles  mínimos  de  V. 
parahaemolyticus,  ya  que  las  temperaturas  descendieron  por  debajo  de  13  °C,  
una temperatura crítica para  la presencia de V. parahaemolyticus en  la columna 
de agua (Kaneko and Colwell, 1973; Kaneko and Colwell, 1975). 
La  estacionalidad  de  V.  parahaemolyticus  observada  en  Galicia,  contrasta 
notablemente con las variaciones temporales en otras partes del mundo, donde 
la presencia de este organismo muestra su máxima  incidencia en  los meses de 
verano en  concurrencia con  las  temperaturas del agua más elevadas y es casi 
indetectable  en  periodos  de  invierno  y  otoño  (Kaneko  and  Colwell,  1973; 
Kaneko  and  Colwell,  1978;  Kelly  and  Stroh,  1988;  DePaola  et  al.,  2003).  La 
mayor presencia de poblaciones de V. parahaemolyticus en  los meses cálidos en 
áreas  estuáricas  de  otras  regiones  ha  sido  atribuida  a  la  existencia  de  bajas 
salinidades  (Kaneko and Colwell, 1975; Kelly  and Stroh, 1988; DePaola  et al., 
2003; Bauer et al., 2006; Deepanjali et al., 2006; Parveen S. et al., 2008), las cuales 
son óptimas para el desarrollo  de V. parahaemolyticus a lo largo del año, dejando 








Ferrol),  contrastando  con  la  ausencia  total  en  la  ría  de Vigo.  La  ausencia  de 
aislamientos  trh+  en  las  rías  localizadas  en  el Sur de Galicia  fue previamente 
descrita durante  los  tres  años de un  estudio  anterior  (Martinez‐Urtaza  et  al., 
2008b), en  la que no se encontraron cepas  trh+. La presencia dominante de  los 
aislamientos  trh+ en  las áreas de muestreo de  las rías del Norte puede sugerir 
que estas  cepas prefieren  las aguas  frías del Norte en  lugar de  las aguas más 
cálidas del Sur. De  todas  las cepas caracterizadas de A Coruña y de Ferrol, el 
15%  y  el  19%,  fueron  trh+  respectivamente  con  una  máxima  presencia  en 
Noviembre, cuando las cepas trh+ excedieron el 40 % en A Coruña y el 30% en 
Ferrol.  En  Noviembre,  las  cepas  trh+  fueron  identificadas  en  el  60%  de  las 
muestras de agua de mar de Ferrol. La presencia significativa de las poblaciones 
trh+  como  un  importante  componente  de  las  poblaciones  ambientales  de  V. 
parahaemolyticus  detectadas  en  el  norte  de  Galicia  es  consistente  con 
observaciones previas obtenidas de otros estudios llevados a cabo en el norte de 
Europa. Dos aislamientos trh+ fueron recuperados del canal de Inglaterra y de 
la  costa Atlántica  de  Francia  en  un  estudio  llevado  a  cabo  en  1999  (Hervio‐
Heath  et  al.,  2002).  Por  otra  parte,  otras  investigaciones  registraron  una 
presencia  de  15  %  de  cepas  trh+  procedentes  de  aislamientos  de  V. 
parahaemolyticus obtenidos del  sudoeste de Francia  (Robert‐Pillot  et  al.,  2004). 
También se han detectado 4 cepas trh+ en la costa de Noruega durante 3 años, 
representando alrededor del 3% del total de los aislamientos (Bauer et al., 2006). 
En  contraste  con  los  resultados  obtenidos  en  el  norte  de  Europa,  los 
aislamientos  trh+ no  fueron detectados en el mar Mediterraneo, donde sólo se  
identificaron  cepas  tdh+  procedentes  de  fuentes  ambientales  (Baffone  et  al., 
2006;  Caburlotto  et  al.,  2008).  La  diferente  distribución  geográfica  de 
poblaciones trh+ y tdh+ puede sugerir una afinidad mediada por la temperatura, 
afectando su distribución a  lo  largo de  la costa Europea, con especímenes trh+ 
dominando en  las aguas  frías y V. parahaemolyticus  tdh+   distribuidos entre  las 
aguas cálidas en el Sur. En este contexto,  la coexistencia de poblaciones  trh+ y 
tdh+ encontradas en la costa de Galicia podría indicar la existencia de un área de 
transición  con  un  clima  moderado  entre  las  aguas  calientes  del  mar 
Mediterraneo   y  las aguas  frías del Norte de Europa. La costa Atlántica de  la 
Península  Ibérica  probablemente  representa  el  límite  norte de  la distribución 
geográfica  de  poblaciones  tdh+  en  Europa,  coincidiendo  con  el  límite  más 





biogeográfico  es  ampliamente  observado  en    muchas  otras  especies  de 
zooplancton,  como  los  copépodos  Temora    stylifera  and  Oncaea  mediterranea 
(Razouls  et  al.,  2005)  o moluscos,  como  el mejillón del Mediterráneo Mytilus 
galloprovincialis (Seed, 1992). Estas especies de aguas cálidas están presentes a lo 
largo del Mar Mediterráneo  y  llegan  a  la  costa  norte de  la Península  Ibérica 
donde ocurre la transición a otras especies de aguas frías que predominan en el 
norte de Europa. 
La mayoría  de  las  cepas  trh+  fue  limitada  a  los meses  de  otoño,  donde  fue 
identificado el 85% del total de las cepas, con apenas detección en los meses de 
invierno  y  verano.  Este  patrón mostró  una  variación  estacional  paralela  a  la 
observada para V. parahaemolyticus  total, alcanzando  su máxima  incidencia en 




muestras  fueron  positivas  para  V.  parahaemolyticus  en  este  periodo  (Julio‐
Septiembre). El predomino de  las  cepas  tdh+  en  los meses más  fríos del  año 
contrasta con  la bibliografía previamente descrita, distinguiendo su  incidencia 
en  aguas  cálidas  y  con  un  gran  dominio  de  infecciones  y  brotes  de  V. 
parahaemolyticus  durante  los meses  de  verano  en muchas  partes  del mundo 
(Daniels  et al., 2000b; Gonzalez‐Escalona  et al., 2005; McLaughlin  et al., 2005; 
Martinez‐Urtaza et al., 2008). DePaola y col. (DePaola et al., 2003), detectaron un 








este  periodo.  Los  factores  que  favorecen  la  extraordinaria  presencia  de 
especímenes tdh+ en los meses más fríos del año siguen siendo desconocidos, ya 
que no se observaron condiciones ambientales específicas.  






han  descrito  hasta  la  fecha,  infecciones  relacionadas  con  V.  parahaemolyticus  
trh+.  Esto  contrasta  claramente  con  el  dominio  de  poblaciones  trh+  en  el 
ambiente marino. Además las características serológicas y genéticas de las cepas 
ambientales  tdh+  no  estuvieron  relacionadas  con  el  clon  clínico  dominante 






considerado  como  una  evidencia  preliminar  en  el  rol  de  la  actividad  de  los 
barcos en  la  introducción de nuevos clones patógenos en humanos en Galicia 
(Martinez‐Urtaza  et  al.,  2005).  Este  estudio  se  llevó  a  cabo  para  evaluar  el 
posible  impacto  del  transporte marítimo  internacional  en  la  introducción  de 
poblaciones  patógenas de V. parahaemolyticus en las zonas costeras, incluyendo  
los  tres  principales  puertos  de  Galicia,  suponiendo  una  ausencia  o  escasa 
presencia  de  cepas  patógenas  en  el medio marino  de  Galicia,  en  base  a  la 
información  disponible  de  estudios  previos  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2008b). 
Inesperadamente,  los  resultados  obtenidos  en  este  estudio  han  aportado  una 
nueva  visión  de  la  composición  y  dinámica  de  las  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus  en  esta  zona,  mostrando  que  las  poblaciones  patógenas 
constituyen  un  componente  natural  de  las  poblaciones  ambientales  de  este 
organismo  en  los  hábitats  costeros.  La  presencia  de  grupos  idénticamente 
genéticos  en distintas  áreas  en diferentes periodos del  año,  sugiere que  estas 
poblaciones  son  endémicas  en  la  zona.  Sin  embargo,  paralelamente  a  estas 
conclusiones,  el  estudio  ha  proporcionado  algunas  ideas  preliminares  que 
podrían  vincular  la  presencia  de  algunas  cepas  patógenas  con  el  transporte 
marítimo.  La  presencia  de  V.  parahaemolyticus  en  Ferrol  y  en  Vigo  estuvo 
positivamente  y  significativamente  asociada  con  el  transporte  marítimo 
procedente de Asia, pero  no  se  encontró  ninguna  relación  con  la  entrada de 
buques  o  barcos  de  otros  continentes. Además,  las  cepas  tdh+  se  detectaron 
principalmente en  los 3 puertos de Galicia, en  los puntos de muestreo donde 
llegan buques que viajan de Asia: punto 3 en el puerto de Ferrol (Muelle para 
buques  de  carga  de  comercio  internacional),  punto  4  y  5  en  el  puerto  de A 
Coruña  (muelle  de  petroleros),  y  el  punto  1  en  el  puerto  de Vigo  (lugar  de 
atraque de los buques mercantes). Del mismo modo, algunas cepas con perfiles 





marítimo.  Aunque  ninguno  de  los  aislamientos  de  V.  parahaemolyticus  fue 
relacionado  con ninguna de  las  cepas  internacionales  incluidas  en  el  análisis,  
esta comparación debería ser considerada poco informativa, ya que la mayoría 
de cepas  foráneas  incluidas en  la evaluación son de origen clínico y obtenidas 
























-Incidencia y dinámica de Vibrio parahaemolyticus en 










áreas  estuáricas  caracterizadas por  salinidades moderadas  y  temperaturas de 
agua  de  mar  cálidas.  Recientes  evidencias  sugieren  que  la  distribución  y 
dinámica  de  poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  puedan  ser  debidas  a  la 
existencia  de  un  transporte  oceánico  de  comunidades  de  este  organismo 





zooplancton  y  fue detectado  en  el  80% de  las muestras. La  influencia de  los 
factores ambientales se calculó por medio del modelo de regresión logística que 
reveló que la abundancia y estacionalidad de V. parahaemolyticus fue favorecida 
por  la  concurrencia  de  los  periodos  de  downwelling  que  promueven  las 
comunidades  de  zooplancton.  Estos  resultados  confirman  que  las  aguas 
oceánicas pueden ser hábitats naturales para V. parahaemolyticus, incluyendo las 
cepas  con  características  de  virulencia.  Adicionalmente,  poblaciones 
relacionadas  genéticamente  fueron  encontradas  en  el  zooplancton  y  en 
estuarios dispersos a lo largo de 1500km. Esto sugiere que el zooplancton puede 
operar  como  vehículo  para  la  dispersión  de  las  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus,  conectando  regiones  y  hábitats  distantes  y  produciendo 













disponibilidad  de  nutrientes  de  los  estuarios  proporcionan  un  ambiente 




en  los hábitats  costeros  (DePaola et al., 2000; DePaola et al., 2003; FDA, 2005; 
Thomas et al., 2006; Martinez‐Urtaza et al., 2008b). También está generalmente 
aceptado que  el  ciclo anual de V. parahaemolyticus  en  estas áreas de  salinidad 
moderada se rige por los cambios estacionales en la temperatura (Joseph et al., 
1982; Thompson et al., 2004). Por otra parte,  la  interacción con  los organismos 
planctónicos,  principalmente  copépodos,  juega  un  papel  fundamental  en  la 
ecología de  las poblaciones pelágicas de Vibrio. Los  copépodos  representan  la 
mayor reserva natural de vibrios en aguas estuáricas (Colwell, 1996) y la quitina 
presente  en  copépodos  proporciona  una  serie  de  ventajas  para  una  mejor 
capacidad de  supervivencia  en  el medio  ambiente de  estos  organismos,  tales 
como  la  disponibilidad  de  alimento,  la  tolerancia  al  estrés  y  la  protección 
(Dawson et al., 1981; Huq et al., 1983; Amako et al., 1987; Dumontet et al., 1996; 
Pruzzo et al., 2008). 




al.,  1982).  Sin  embargo,  las  corrientes  oceánicas  han  sido  propuestas  como 
vehículo para la propagación de enfermedades humanas causadas por Vibrio a 
través  de  la  dispersión  de  especímenes  patógenos  unidos  al  zooplancton 
(Colwell,  1996;  Lipp  et  al.,  2002;  Halpern  et  al.,  2008;  Pruzzo  et  al.,  2008). 
Recientes  evidencias  han demostrado  la  relación  entre  la  aparición de  brotes 
epidémicos causados por V. parahaemolyticus y la entrada de aguas oceánicas de 





Urtaza  et  al.,  2010).  Un  claro  ejemplo  fue  la  aparición  y  dispersión  de 
infecciones en Perú, España, Chile y Alaska que se produjeron al mismo tiempo 
que  la  llegada  de  aguas  oceánicas  calientes  a  lo  largo  de  la  costa  (Martinez‐
Urtaza  et  al.,  2008;  Ansede‐Bermejo  et  al.,  2010;  Baker‐Austin  et  al.,  2010; 




pudiera  persistir  en  aguas  oceánicas  durante  largos  periodos  de  tiempo,  y 
pudiera  ser  transportada  a  través de  los  océanos  bajo  condiciones  ecológicas 
adversas.  Las  comunidades  de  zooplancton  pueden  proporcionar  una 
plataforma para  el desplazamiento,  a  largas distancias, de  las poblaciones de 
Vibrio  de  zonas  estuáricas.  Las  asociaciones  de  Vibrio  con  el  zooplancton 
podrían  aportar  una  protección  contra  el  estrés  y  otros  factores  adversos 
asociados con estos ambientes salinos y fríos y una provisión de alimentos para 




altas  densidades,  aspecto  que  puede  ser  imprescindible  para  conseguir  la 





de  poblaciones  foráneas  originadas  en  áreas  distintas.  En  ausencia  de  las 
barreras de dispersión,  las poblaciones de V.  parahaemolyticus  locales  estarían 
expuestas a mezclarse, frecuentemente, con diferentes poblaciones asociadas al 
zooplancton,  lo  que  puede  resultar  un  obstáculo  para  la  especialización  de 
nichos,  como  fue  recientemente  sugerido  para  las  poblaciones  de  Vibrio 
procedentes de diferentes microbiomas  (Hoffmann et al., 2010; Preheim et al., 
2011).   








zonas. Además,  la  influencia de  los  factores  bióticos  y  abióticos  en  el patrón 
estacional de V. parahaemolyticus, fue analizada mediante el análisis de Pearson 
y  el modelo  de  regresión  logística  para  determinar  qué  factores  tienen  una 
influencia  importante  en  la  ecología  de  V.  parahaemolyticus  en  ambientes  no 
















zooplancton  se utilizaron  redes  tipo BONGO de 40  cm. de diámetro de boca, 
equipadas  con  mallas  de  200  μm  para  la  recolección  selectiva  de 
mesozooplancton (plancton cuyo rango de tamaño es de 200 μm a 2 mm.). Los 





mar  fue  recolectada empleando botellas de  inmersión Nassen y  transferidas a 
recipientes de plástico estériles. Las muestras de moluscos (1 kilo por muestra), 
procedieron de  las bateas de mejillón más próximas al punto 15 de muestreo, 


























6h de aflorami nto del Laboratorio Ambiental de la Pesca del Pacífi  (Nati nal







método  estándar  ISO  8914  (ISO  8914,  1990) modificado de  acuerdo  a Blanco‐
Abad  y  colaboradores  (Blanco‐Abad  et  al.,  2009). Un  volumen  de  150 ml  de 
cada muestra de agua de mar  fue  filtrada con una bomba de vacio utilizando 





tiosulfato‐citrato‐sales  biliares‐sacarosa  (TCBS)  (Oxoid,  Hampshire,  Reino 








contenido  de  los  mismos  (carne  y  líquido  intervalvar)  se  recogió  en  un 
recipiente estéril. Las muestras de zooplancton y mejillón fueron analizadas por 




(que  contiene  1  g  de  la muestra),  1 ml  de  las  diluciones  1:10  y  1:100  fueron 
inoculadas en los tres tubos de tres series del NMP e incubadas a 37 °C durante 
18  a  24  h. Después  de  la  incubación,  los  caldos  de APW  fueron  analizados 













se utilizaron para  la  extracción de DNA. La  extracción de DNA genómico  se 
realizó por medio de procedimientos  estándar utilizando  la  resina Chelex de 
acuerdo con Blanco‐Abad y colaboradores (Blanco‐Abad et al., 2009). Un ml de 
caldo  fue  centrifugado  a  2.000  rpm  durante  2  min.  El  sobrenadante  fue 
trasladado a un nuevo  tubo y centrifugado nuevamente a 10.000 rpm durante 
10 min. Se descartó el sobrenadante y el consiguiente pellet fue resuspendido en 













PCR  independientes para  cada  gen, de  acuerdo  con Tada  y  col.  (Tada  et  al., 
1992). Las reacciones de PCR se  llevaron a cabo en un  termociclador PTC 200 
(MJ Research,  South  San  Francisco, California).  Todos  los  productos  de  PCR 
fueron verificados por electroforesis en geles de agarosa al 1,6% (agarosa tipo II, 
Sigma‐Aldrich, EE.UU.) y  se  fotografiaron  con un  transiluminador UV Alpha 
Innotech  2200  (Alpha  Innotech,  San  Leandro,  California).  Las  cepas  que  no 
presentaron  amplificación  del  gen  Vp‐toxR  se  consideraron  negativa  para  V. 
parahaemolyticus  y  no  fueron  sometidas  a  análisis  de  los  genes  tdh  y  trh.  Las 
cepas  de  referencia  AQ4037  (trh+/tdh‐),  ATCC43996  (tdh+/trh‐)  y  VP81  (cepa 








Todos  los  aislamientos positivos para  el gen    tdh y  trh  fueron  sometidos a  la 
serotipificación  por  pruebas  de  aglutinación  con  antisueros  específicos  de 
acuerdo  a  las  instrucciones  del  fabricante  (Denka‐Seiken,  Tokio,  Japón),  y  al 
análisis  electroforético  de    campo  pulsante,  descrito  previamente  (Martinez‐





Las  diferencias  en  las  frecuencias  de  presencia  de  V.  parahaemolyticus  en 
diferentes  lugares y épocas  fueron evaluadas por el  test de Chi‐cuadrado y  la 
prueba exacta de Fisher.  
Las  asociaciones  entre  los  factores  ambientales  y  la  abundancia  de  V. 
parahaemolyticus se analizaron  inicialmente por el coeficiente de correlación de 
Pearson. Los factores ambientales que fueron significativos con la presencia de 
V.  parahaemolyticus  en  diferentes  muestras  y  aquellos  relacionados  con  el 
recuento de V. parahaemolyticus  también  fueron  investigados por separado por 
los modelos de  regresión  logística. Una vez que  las variables  significativas  se 
seleccionaron  a  nivel  individual,  se  llevó  a  cabo  un  modelo  de  regresión 


















V.  parahaemolyticus  fue  detectado  en  101  de  226  (44,7%) muestras  analizadas 
durante el  estudio. La mayor prevalencia de esta bacteria  fue detectada en el 
zooplancton  con  56 muestras positivas de  70 muestras  (80%) utilizando PCR 
directa.  No  se  observaron  diferencias  significativas  en  la  presencia  de  V. 
parahaemolyticus entre  los dos sitios  investigados, aunque  la  incidencia de esta 
bacteria  fue más alta en  las áreas más  interiores  (punto15) que  en zonas más 
externas de la ría (punto 1) (Tabla 12). La abundancia de V. parahaemolyticus en 
el zooplancton varió entre niveles indetectables (<3 NMP g‐1) hasta un máximo 
de  >  110 NMP g‐1. Los niveles más  altos de V.  parahaemolyticus  se detectaron 
durante  los meses de verano y de otoño de  los dos años, mientras que sólo se 
registraron valores mínimos o  indetectables en  los meses de  invierno  (Fig 12). 
La abundancia prevista de V. parahaemolyticus alcanzó  su valor máximo  en  el 
inicio del estudio en Junio de 2005 y fue disminuyendo hasta obtener los niveles 
más bajos desde Diciembre  2005  a Febrero de  2006. En  2006,  se  observó una 
tendencia de retraso en la abundancia de V. parahaemolyticus. 
La  incidencia de V. parahaemolyticus fue  inferior en el mejillón (64.6%), aunque 
la  dinámica  estacional  de  esta  bacteria  fue  similar  a  la  del  zooplancton       
(Tabla 12). La máxima abundancia en  los meses de verano en ambos años con 
una densidad media de  54.613 NMP/g‐1  en  2005 y  28.806 NMP/g  en  2006. Al 
igual  que  en  el  zooplancton,  la  ausencia  o  la  baja  densidad  de  V. 
parahaemolyticus  se  vio  reflejada  en  los  meses  de  invierno.  Tampoco  se 
encontraron diferencias significativas entre las muestras de mejillón recogidas a 
diferentes  profundidades,  y  se  observaron  incidencias  similares  en  las  tres 
alturas (Tabla 12). Por otra parte, la presencia de V. parahaemolyticus en el agua 
de mar, sólo  fue detectada en 14 de 108 muestras  (12%), y en su mayoría han 















Muestras:         
Mejillón  48  31 (64.6)  4  (8.3)  3  (6.3) 
Agua  108  14 (12)  3 (2.8)  0 (0) 
Zooplancton  70  56 (80)  22 (31)  10 (14) 
Total  226  101 (44.7)  29 (12.8)  13 (5.7) 
Punto :         
Punto 1  90  30 (33.3)  11 (12.2)  8 (8.8) 
Punto 15  136  71 (52.2)  18 (13.2)  5 (3.7) 
Total  226  101 (44.7)  29 (12.8)  13 (5.7) 
Profundidad:         
0m  52  15 (28.8)  3 (5.8)  1(1.9) 
5m  52  16 (30.8)  1(1.9)  1(1.9) 
10m  52  14 (26.9)  3 (5.8)  1(1.9) 
Total  156  45 (28.8)  7 (4.5)  3(1.9) 
Tabla  12.    Incidencia  (%)  de  V.  parahaemolyticus  total  y  patógeno  observado  en 
diferentes sitios de muestreo, en diferentes profundidades y en diferentes matrices. 
 
4.4.2.  Influencia  de  los  factores  ambientales  sobre  la  presencia  de  V. 
parahaemolyticus 
Durante  el  periodo  de  estudio,  se  analizaron  los  factores  ambientales  como 
temperatura atmosférica,  temperatura del agua de mar, salinidad y upwelling 
para  observar  la  asociación  de  estas  variables  con  la  presencia  de  V. 
parahaemolyticus  en  zooplancton,  mejillón  y  agua  de  mar  (Fig  12).  Las 

















las  muestras  analizadas  y  sus  factores  ambientales  en  aguas  oceánicas,  a 
excepción  del  upwelling  (P<0.01),  que  mostró  significativamente  un  efecto 
negativo  en  presencia  de  V.  parahaemolyticus  y  fue  considerada  como  la 
principal variable que rige la dinámica de esta bacteria en esta zona. 










(31%)  de  70 muestras  analizadas.  Sin  embargo  la  incidencia  de  este  gen  en 






de  V.  parahaemolyticus  trh+  en  mejillón  sólo  fue  detectada  en  los  meses  de 
Octubre de 2005 y Diciembre de 2006, con valores muy bajos en los dos meses. 
Por otra parte, la prevalencia de V. parahaemolyticus trh+ en muestras de agua se 
detectó  exclusivamente  en  el  año  2006,  en  tres muestras  positivas  en Marzo, 
Junio y Octubre del 2006 (Fig. 13). La abundancia de V. parahaemolyticus trh+ en 
cualquier  tipo  de  muestras  no  estuvo  influenciada  por  ninguno  de  los 
parámetros de  temperatura, salinidad y upwelling. No obstante, sí se observó 





tdh+  también  fueron  mayoritariamente  identificadas  en  muestras  de 
zooplancton,  detectándose  en  10  muestras  (14%).  La  densidad  de  V. 
parahaemolyticus fue extremadamente baja durante Julio de 2005 y Mayo, Julio y 
Noviembre de 2006, pero una muestra recogida en Agosto de 2005, representó 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Un  total  de  1266  colonias  de  zooplancton  y  143  de  agua  de  mar  fueron 
seleccionadas de  las placas de TCBS y CHROMagar. De estas colonias, 267 de 
zooplancton  y  21  de  aguas  fueron  confirmadas  como V.  parahaemolyticus  por 




La  abundancia media  relativa  de  las  cepas  trh+/tdh‐  en  zooplancton  fue  del 
15.3%. No se identificaron cepas tdh+ en ninguna de las muestras. 
El  perfil  genético  de  las  cepas  trh  +  fue  utilizado  para  evaluar  el  grado  de 
similitud entre cepas aisladas en diferentes épocas y hábitats (Fig 14). El análisis 
de  PFGE  de  las  42  cepas  trh+,  reveló  la  presencia  de  9  importantes  clusters 
genéticos. Más del 90% de  las cepas  fueron asignados a 4 grupos principales. 
Los  dos  clusters  más  grandes  (2  y  3  en  la  Fig  14),  ambos  con  13  cepas, 
agruparon  cepas  con  serotipos  O10:K71  (grupo2)  y  serotipos  OUT:KUT 
(grupo3).  Las  cepas  pertenecientes  al  cluster  1  y  5,  compartieron  serotipo 
O1:K56,  pero mostraron  perfiles  genéticos  diferentes  en  el  análisis  de  PFGE. 
Tres de los clusters genéticos presentaron una clara estacionalidad: el cluster 1 
se detectó exclusivamente en verano del 2005, el cluster 3 en otoño del 2006, y el 
cluster  4  en  primavera  y  verano  del  2006.  El  cluster  2  fue  el  único  grupo 
detectado en los dos años, en otoño de 2005 y en verano de 2006. Las cepas trh+ 
de zonas oceánicas  fueron  comparadas  con un grupo  representativo de  cepas 











FIG 14. Dendrograma  circular generado por el  software Bionumerics y  representado 
con el software iTOL, mostrando las relaciones genéticas entre las 42 cepas trh+/tdh‐ de 
V.  parahaemolyticus  aisladas  de  zonas  oceánicas  en  el  presente  estudio  y  24  cepas 
obtenidas de  las zonas de estuarios a  lo  largo de 1500 km de  la costa de Galicia. De 
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total  (Tabla  13).  El  número  de  especies  de  los  diferentes  copépodos 
identificados en el estudio  fue de 33, con un número variable de especies por 
muestra  en  un  rango  de  9  a  23.  La  mayor  diversidad  de  copépodos  fue 
característicamente observada durante los meses de menos abundancia (otoño e 
invierno) (Fig 16). La especie más dominante fue la Acartia clausi, que representa 
la mitad de  todos  los copépodos, seguida por Temora  longicornis  (8%), Calanus 
helgolandicus (6%) y Paracalanus parvus (5%). Otros grupos más abundantes en el 









Radiolaria  0.96  Lamelibranchia larvae  2.00 
Acantaria  0.01  Cirripeda larvae  6.83 
Foraminifera  0.36  Cirripeda cypris  0.33 
Tintinnidae  0.28  zoea Pisidia longicornis   0.24 
Cnidaria  2.16  Decapoda larvae  0.14 
Nauplius cladocera  0.27  Braquiura zoea  0.17 
Cladocera  12.10  Braquiura megalopa  0.03 
Isopoda  0.01  Euphasiaceae larvae  0.06 
Ostracoda  0.01  Echinodermata larvae  8.11 
Eufasiaceos  0.01  Polychaeta larvae  0.33 
Chaetognata  1.66  Sardina pilchardus eggs   0.03 
Appendicularia  7.84  Fishes larvae  0.01 
Doliolila  0.01  Sardina pilchardus larvae  0.02 
Siphonophora  1.62  Phoronida larvae  0.01 
Briozoan larvae  0.33  Copepoda:  52.28 
Gastropoda larvae  1.75     






La dinámica  estacional del zooplancton  total ofreció un patrón  similar al que 
observamos  en  la  abundancia  de V.  parahaemolyticus.  La  abundancia  total  de 
zooplancton fue elevada al inicio del estudio, en los meses de verano y comenzó 
a disminuir durante  los meses de otoño  e  invierno  (Fig 15). Sin  embargo,  los 
valores  máximos  de  zooplancton  fueron  detectados  en  Abril  de  2006, 
alcanzando  densidades  de  35860  ind/m3    y  en  los meses  de  verano  con  una 
abundancia media de 26096  ind/m3. Esta  tendencia estacional  fue similar para 
todos los grupos de zooplancton analizados. 




oceanográfica,  salinidad  y  upwelling)  con  la  abundancia  de  zooplancton 
también  fue  analizada  estadísticamente.  La  temperatura  del  agua  no  tuvo 












zonas  de  estuarios  donde  los  niveles moderados  de  salinidad,  temperaturas 
moderadas  y  la  disponibilidad  de  nutrientes  proporcionan  las  condiciones 
adecuadas para  la  supervivencia de muchas  especies de Vibrio  (Joseph  et  al., 
1982). Por el contrario,  la presencia de V. parahaemolyticus ha sido considerada 
extremadamente  limitada  en  aguas  oceánicas  debido  a  la  influencia  de  las 
condiciones adversas prevalentes durante todo el año (Joseph et al., 1982). Los 
resultados  del  presente  estudio  han  demostrado  que  las  zonas  oceánicas 













La  única  variable  que  resultó  tener  una  influencia  evidente  sobre  el  V. 
parahaemolyticus  fue  la  producción  primaria,  medida  a  través  del  índice  de 
upwelling.  
Las  rías  están  expuestas  a  secuencias  estacionales de upwelling‐downwelling 
que determinan  los patrones de  la circulación y el  intercambio de agua en  las 
zonas  interiores de  las  rías  (Álvarez‐Salgado  et al., 2000). La  entrada de aguas 
centrales del Atlántico Norte Oriental, frías y ricas en nutrientes, hacia las zonas 
estuáricas,  promueven  los  eventos  de  upwelling,  mejorando  la  producción 




(Julie  et  al.,  2010).  Sin  embargo,  la presencia de V.  parahaemolyticus  en  aguas 







de  downwelling,  la  que  correlacionó  con  la  dinámica  de  V.  parahaemolyticus. 
Durante los períodos de downwelling, las aguas subtropicales cálidas y salinas 
se  mueven  hacia  los  polos  desde  el  Sur  de  Portugal  hasta  la  plataforma 
Armorica en Francia (Álvarez‐Salgado et al., 2000). La llegada de estos eventos 
de  downwelling  en  Galicia,  permiten  que  las  aguas  oceánicas  entren  en  el 
interior  de  las  rías  (Álvarez‐Salgado  et  al.,  2000;  Crespo  et  al.,  2006).  Este 
desplazamiento  hacia  el  interior  de  las  rías  durante  estos  periodos  de 
downwelling  puede  representar  una  fuente  importante  de  zooplancton 
oceánico y paralelamente una fuente de poblaciones de V. parahaemolyticus que 
se  adhieren  a  ellos.  Casualmente,  uno  de  los  mayores  brotes  de  V. 
parahaemolyticus detectados en Europa,  tuvo  lugar en Galicia en 1999  (Lozano‐
León et al., 2003) y coincidió con la incursión de aguas cálidas tropicales en las 
rías y la presencia de grandes nichos de zooplancton (Baker‐Austin et al., 2010). 
Similares  condiciones  oceanográficas  fueron  relacionadas  con  importantes 
brotes  de  V.  parahaemolyticus  en  otras  regiones  del  mundo,  como  Perú 
(Martinez‐Urtaza  et  al.,  2008),  Alaska  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2010)  y  Chile 









la  temperatura  del  agua. Otra  posible  explicación  para  el  incremento  de  las 
densidades  de  V.  parahaemolyticus  en  zooplancton  podría  ser  una  influencia 
distintiva de los diferentes grupos que constituyen el zooplancton. Los cambios 











manifiesto  que  la  presencia  de  cepas  potencialmente  patógenas  no  es  tan 
extraña  en  el  zooplancton  oceánico  y  representan  una  fracción  relevante  del 
microbioma del mesozooplancton. Aunque  el  zooplancton ha  sido propuesto 






patrón  estacional  específico  con  poblaciones  distintivas  que  prevalecen  en 
diferentes  periodos  del  año,  lo  que  puede  sugerir  que  la  presencia  de  estas 
poblaciones  esté  relacionada  con  los  cambios  de  la  composición  del 
zooplancton.  Comunidades  diferenciadas  de  Vibrio  aisladas  de  aguas  frías  y 
calientes del océano han sido detectadas en la costa del Norte del Atlántico en 
EEUU  (Thompson  et  al.,  2004b).  Al mismo  tiempo,  fue  detectado  un  perfil 





















En  conclusión,  la  supervivencia  de  V.  parahaemolyticus  en  estos  ecosistemas 
naturales es casi exclusivamente dependiente de  la distribución y fenología de 
zooplancton que, además, controlan la dinámica estacional y poblacional de V. 
parahaemolyticus.  De  acuerdo  con  estos  resultados,  el  zooplancton  debería 
proporcionar  un  único  entorno  de  protección  para  la  supervivencia  de  V. 
parahaemolyticus bajo las condiciones físico‐químicas y nutricionales adversas de 
las  áreas oceánicas,  así  como una plataforma  estable para  las migraciones de 
larga  distancia.  Además,  estos  resultados  abren  la  posibilidad  de  que,  en 
ausencia  de  barreras  geográficas,  Vibrio  podría  ocupar  libremente  áreas  y 
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de  ostras  ha  sido  considerado  como  el  vehículo  principal  de  infección  en 




Diciembre  de  2007.  V.  parahaemolyticus  fue  detectado  en  un  44.2%  de  las 
muestras  analizadas  por  PCR  directa.  La  mayor  incidencia  de  V. 
parahaemolyticus  fue  observada  en  los meses  de  verano  (78.9%),  coincidiendo 
con  los  máximos  niveles  de  V.  parahaemolyticus,  alcanzando  en  Agosto 
densidades  de  2747,2  NMP/100g.  Las  poblaciones  patógenas  de  V. 
parahaemolyticus  trh+  (3.9%) y  tdh+  (5.2 %)  en  las muestras de ostras han  sido 
limitada durante  el periodo del  estudio,  aunque  han  sido detectados  valores 
altos de  abundancia  en Agosto  con densidades de  781,7  y  1929,7 MNP/100g, 
respectivamente.  Una  diferente  dinámica  estacional  fue  observada  en  V. 
cholerae.  La  presencia  de  V.  cholerae  se  detectó  en  20  (25.9%)  de  70 muestras 
analizadas  con una mayor  incidencia  (48.1%) y abundancia  (324.5 MNP/100g) 
en primavera. No se detectó V. cholerae de Julio a Diciembre, a excepción de una 
muestra recogida en Noviembre. Parámetros ambientales como la temperatura 
del  agua de mar y  fitoplancton presentaron  asociaciones  significativas  con  la 












Las  enfermedades  transmitidas  por  alimentos  (ETA)  constituyen,  según  la 
Organización Mundial de la Salud (OMS), uno de los principales problemas de 
salud pública a nivel mundial. La mayoría de estas enfermedades son de origen 
microbiano  y  los  alimentos  y  el  agua  contaminada  se  consideran  una  fuente 
importante  de  contagio  (International  Commission  on  Microbiological 
Specifications for Foods, 1996; Adams and Moss, 1997). Se ha demostrado que 
el  consumo  de  productos  marinos  contaminados  puede  provocar  un  cierto 
número de enfermedades en el hombre. Estas enfermedades son muy diversas, 
encontrándose  entre  las  principales:  la  fiebre  tifoidea  y  paratifoidea, 
salmonelosis,  infección  por  V.  parahaemolyticus,  hepatitis  vírica  de  tipo  A, 
intoxicación  paralizante  por moluscos  y  cólera  (Organización Mundial  de  la 
Salud, 1974). 
Los bivalvos están considerados como agentes de alto riesgo de contagio por ser 
organismos asociados a  la  transmisión de enfermedades debido a  su peculiar 
procedimiento  de  alimentación.  Estos  organismos  filtran  agua,  reteniendo  y 
acumulando microorganismos y otras sustancias. Las bacterias enteropatógenas 
pueden  estar  presentes  en  los  tejidos  de  los  bivalvos  en  concentraciones 
mayores que en el agua y, dado que las ostras por lo general se ingieren crudas, 
pueden presentar un problema  importante para  la salud de  los consumidores, 
ya  que  estarían  altamente  relacionadas  con  trastornos  gastrointestinales. Las 
ostras son uno de los bivalvos marinos más contaminantes, ya que debido a su 
condición de organismos filtradores, a través del bombeo del agua, son capaces 
de  acumular  gran  cantidad  de  partículas  en  suspensión  y  por  tanto 
microorganismos patógenos del medio  ambiente  (Lee  and Morgan,  2003).  Su 
flora  bacteriana  guarda  relación  con  la  calidad  de  las  aguas  donde  se 
encuentran,  por  lo  que  son  considerados  vehículos  en  la  transmisión  de 
toxiinfecciones alimentarias (Martínez and Villalobos, 2005) 
Por lo tanto, la ingestión de mariscos ha sido reconocida como una de las causas 
de  los brotes de  infecciones bacterianas y virales  (Ingresoll, 1881). Uno de  los 
primeros  brotes  registrados  asociados  con  el  consumo  de  ostras  crudas  fue 
descrito en 1816 por el médico francés Pasquier APP (Pasquier, 1818), causando 
la  fiebre  tifoidea  en  un  grupo  de  personas  que  consumieron  ostras 
contaminadas  por  aguas  residuales. Desde  finales  del  siglo XIX, más  de  400 







(Rippey,  1994). Mientras  que  los  datos  sobre  la  mayoría  de  los  brotes  que 
ocurren  en  los EE.UU.  continuamente  son publicados  en  la web del CDC,  el 
panorama mundial de  los brotes de  infección asociados a mariscos en Europa, 
Asia y Australia también han sido divulgados en menor medida. 
Además  de  Salmonella  spp.,  existen  otros  agentes  bacterianos  importantes 
implicados  en  enfermedades por  el  consumo de marisco  crudo. Los  ejemplos 
más notables  incluyen especies de Vibrio, que representan el 20% de  todos  los 
brotes de la enfermedad (Potasman et al., 2002). La concentración de vibriones 
depende  de  las  condiciones  hidrográficas  y  geográficas.  En  organismos 
filtradores, los factores determinantes son el tipo de especie, la ubicación en la 
columna de agua y el  tiempo de permanencia en  la misma  (Lee and Younger, 
2002). Los vibrios  son parte de  la microbiota natural de ambientes marinos y 
estuáricos y algunos pueden causar infecciones en los seres humanos que hayan 
sido  expuestos  a  mariscos  o  agua  de  mar  contaminados.  Sin  embargo,  los 
microorganismos  comúnmente  empleados  para  indicar  la  contaminación  no 
dan indicios de la presencia de estas bacterias autóctonas. V. parahaemolyticus y 
V.  cholerae  son  bacterias  patógenas  en  humanos,  se  encuentran  en  el medio 
marino  y  pueden  causar  enfermedades  gastrointestinales,  ya  sea  en  casos 
aislados o  en  forma de brote  (DePaola and Hwang, 1995; Tamplin, 2001). Un 
brote se define como  la aparición repentina de una   enfermedad debida a una 
infección  en un  lugar  específico. El  término  ʺcasos  esporádicosʺ   describe un 
patrón  irregular  de  incidencia,  con  casos  aislados  que  suceden  en  intervalos 
irregulares. Los  casos  esporádicos pueden  ser  anotados  como  ʺcasos  clínicosʺ 
que presentan la información pertinente sobre los casos individuales. 
Tanto  en  países  asiáticos  como  en  EE.UU.,  V.  parahaemolyticus  es  una  de  las 
principales  causa  de  infecciones  intestinales  transmitidas  por  alimentos,  casi 
siempre asociada con el consumo de pescado o mariscos crudos como la ostra. 
Sin embargo, en Europa, el riesgo de infecciones por V. parahaemolyticus ha sido 
considerado  muy  bajo  (Lozano‐León  et  al.,  2003),  y  ha  estado  limitado 
mayormente  al  consumo  de  productos  asiáticos  o  a  personas  que  habían 
visitado esa zona. Sin embargo, durante  los últimos años, se ha producido un 
incremento  en  el  número  de  casos  asociados  directamente  con  productos  de 
mar europeos como en Francia y España. Este aumento podría estar relacionado 







los  dos  brotes  de  infección  más  importantes  se  produjeron  en  Francia, 
relacionados  con  el  consumo  de  marisco  (gambas)  importado  de  Asia 
resultando  afectadas  44  personas  (Lemoine  et  al.,  1999;  Robert‐Pillot  et  al., 




El brote de  infección más  importante  en  el  continente  europeo  se produjo  en 
Galicia en 1999 y no fue debido al consumo de productos importados (Lozano‐
León  et  al.,  2003). Un  total  de  64  casos  de  infección  fueron  identificados  en 
episodios de gastroenteritis asociadas al consumo de ostra viva procedente de 
Galicia,  donde  nueve  pacientes  fueron  hospitalizados  y  el  análisis  de  las 
muestras de heces reveló la presencia de V. parahaemolyticus. En Julio de 2004, se 
produjo  una  significativa  novedad  en  relación  con  la  epidemiología  de  V. 
parahaemolyticus en Europa. La presencia del clon pandémico del serotipo O3:K6 
de V. parahaemolyticus  fue detectada por primera vez en el continente europeo 
en un  brote de  infección  en A Coruña  resultando  afectadas  80 personas. Las 
investigaciones  epidemiológicas  realizadas  han  identificado  el  buey  de  mar 
como el vehículo más probable de infección. 
Se ha sugerido que este bajo número de casos  registrados de  infección por V. 





en  el  sistema  de  vigilancia  microbiológica  de  infecciones  asociadas  a 
gastroenteritis  (Anonymous,  2001).  Por  esta  razón,  este  patógeno  no  es 
investigado  de  forma  rutinaria  en  todos  los  casos  clínicos  asociados  a 
enfermedades  transmitidas  por  los  alimentos,  limitándose  esta  vigilancia  a 
hospitales  especializados  y  ubicados  en  zonas  costeras  con  una  tradición  de 
consumo  de  moluscos  durante  los  meses  de  verano.  Cuando  se  detecta  V. 
parahaemolyticus, la investigación es normalmente restringida a la identificación 
del  agente  etiológico,  sin  el  control  de  la  fuente  de  infección,  el  alimento 
implicado  o  el  número  y  la  virulencia  de  las  cepas  aisladas.  Esta  falta  de 









En  los  últimos  años,  no  se  conoce  con  exactitud  la  distribución  espacial  y 
temporal de  los brotes de cólera en Europa, aunque existan casos esporádicos 
en este continente. El Vibrio cholerae llegó a Europa entre 1817 y 1823 procedente 





de España  (S‐Granjel  Santander  and Granjel,  1980). El primer brote ocurrió  a 
principios  del  año  1833  en  el  puerto  de  Vigo  y  se  propagó  a  Pontevedra, 
quedando  aislado  en  esa  área  de  Galicia.  Simultáneamente  otros  brotes  de 





la península  a  través de Valencia, donde  se dieron  los primeros  casos. Hubo 
unos  800.000  afectados  y más  de  200.000 muertes.  Sin  embargo  se  logró  un 
importante  avance,  ya  que  el  científico  británico  John  Snow  demostró  en  un 
estudio  epidemiológico  exhaustivo  que  la  patología  la  causaba  un 
microorganismo que se propagaba a través del consumo de agua contaminada 
por materias fecales. Poco a poco las medidas de saneamiento realizadas a nivel 
Europeo  lograrían  ir  frenando  lentamente  la  pandemia.  En  el  siglo  XX  sólo 
hubo  dos  brotes  de  cólera  en  España  que  sucedieron  en  1971  y  1979,  y  fue 
controlado  con  relativa  facilidad  siendo  escaso  el  número  de  infectados  en 
comparación con los brotes del siglo XIX. 
Actualmente, no existen brotes ni casos de infección de V. cholerae asociados al 









A  raíz  de  los  dos  importantes  brotes  europeos  detectados  en  Galicia,  la 
presencia de Vibrio spp   (V. cholerae y V. parahaemolyticus) en moluscos ha sido 
ampliamente  estudiada  en  estos  últimos  años.  Sin  embargo,  la  información 
obtenida sobre la incidencia de estos patógenos en ostras ha sido escasa, aunque 
se considere el principal vehículo de infección en esta zona al ser el molusco de  
mayor  consumo  en  crudo.  Por  ello,  en  este  estudio,  se  ha  evaluado  la 
prevalencia y la abundancia de V. parahaemolyticus y V. cholerae total y patógeno 







extensión  con  sus  230  km2,  aunque  no  es  la  que  alcanza  mayores  cotas 
batimétricas  con  sus  69  metros  de  profundidad  máxima.  Los  ríos  que 
desembocan en ella son el río Ulla en su cabecera y el río Umia en la ensenada 
que forma la península de El Grove con la costa de Cambados. Su configuración 
física  permite  una  elevada  producción  de  fitoplancton,  con  un  flujo marino 
característico, que hace que esta ría sea famosa por su riqueza marina.  Esta ría 
se  considera  la  zona  de  mayor  producción  de  mejillón  de  todo  el  mundo, 
cultivado en viveros flotantes llamados bateas. 
Las  muestras  de  ostras  fueron  recogidas  bimensualmente  de  Febrero  a 
Diciembre de 2007 en la Ría de Arousa, a excepción de estos dos meses (Febrero 
y  Diciembre)  donde  su  recolección  fue  mensual.  Estas  muestras  fueron 
recolectadas  en 5 puntos de muestreos  (R1, R2, R3, R4 y R5) de  las zonas de 
cultivo de moluscos (Fig 16) y fueron remitidas a  los  laboratorios del Instituto 
de Acuicultura de la Universidad de Santiago de Compostela para su posterior 
análisis.  Simultáneamente  a  la  toma  de  muestras,  se  registraron  valores  de 
salinidad y  temperatura del agua en cada punto y  los valores de  temperatura 
ambiental,  intensidad  y  dirección  del  viento,  lluvia  y  horas  de  sol  han  sido 
facilitados  por  el Ministerio  de Medio  Ambiente.  En  alguno  de  los  días  de 










Todas  las muestras  fueron analizadas por  los procedimientos que se basan en 
las  técnicas validadas  internacionalmente a  las que se  les ha  incluido una  fase 
final de  identificación por PCR. Un  total de 77 muestras de ostra  investigadas 
fueron analizadas por el método de Ausencia‐Presencia. En paralelo también se 















alcalina  (APW)  para  V.  parahaemolyticus  y  agua  peptonada  (BPW;  Merck, 
Darmstadt, Germany)  (ver  anexo, medio  12)  para V.  cholerae  obteniendo  una 
dilución 1:10. Cada muestra en APW y BPW  fue homogeneizada durante 60 s 
con  un  Stomacher  e  incubadas  a  37  °C  durante  16‐18  h. Un mililitro  de  las 












se  realizó  la  técnica  del  Número  Más  Probable  (NMP),  siguiendo  el 
procedimiento del BAM  (Manual Analítico Bacteriológico)  (Elliot et al., 1992), 
con las modificaciones descritas por Hara‐Kudo y col. (Hara‐Kudo et al., 2001; 
Hara‐Kudo  et  al.,  2003)  adaptado por Blanco‐Abad y  col  (Blanco‐Abad  et al., 
2009). Un  total de 10 ml de  la dilución 1:10 de APW  (que  contiene  1 g de  la 
muestra), 1 ml de las diluciones 1:10 y 1:100 fueron inoculadas en los tres tubos 
de  tres  series  NMP  e  incubadas  a  37  °C  durante  18  a  24  h.  Finalizada  la 
incubación, los caldos de APW y BPW fueron analizados simultáneamente por 
PCR  y  sembrados  en  medios  de  TCBS  y  CHROMagar.  Las  placas  fueron 














tubo  y  fue  centrifugado  nuevamente  a  10.000  rpm  durante  10  min.  El 
sobrenadante resultante fue descartado y el sedimento se resuspendió en 300 ml 
de buffer 1xTE (10 mM Tris, pH 8; 0,1 mM EDTA) y se centrifugó a 12.000 rpm 
durante  7 min.  El  precipitado  fue  resuspendido  en  300 ml  de Chelex  al  5% 
(BioRad, Hercules, California)  en agua  estéril y  calentado a 56  °C durante 20 
min. Con el fin de lisar las células, la suspensión fue hervida a 100 °C durante 
10 min e  inmediatamente colocada en hielo 2 min. El  lisado se centrifugó una 
última  vez  a  13.000  rpm  a  4  °C  durante  5 min  y  el  sobrenadante  final  que 
contiene el DNA se transfirió a un nuevo eppendorf para su almacenamiento a  
‐20 °C hasta su uso para el análisis de PCR. 
Los  aislamientos  también  fueron  confirmados  por  análisis  de  PCR.  Para  la 
extracción de DNA, las cepas estuvieron cultivándose durante la noche en TSA 




tubo de  1.5 ml y  se  centrifugó  a  9.000  × g durante  7 min. El precipitado  fue 
resuspendido en 300 ml de buffer TE y hervido durante 10 minutos para  lisar 







1999). La presencia de genes  tdh y  trh  (genes  relacionados  con  la virulencia), 







Para  la detección de V.  cholerae por PCR, el procedimientos empleado para  la 
confirmación de estas bacterias en caldos de cultivo y en colonias estuvo basado 
en el gen específico ompW descrito previamente por Nandi y col. (Nandi et al., 
2000).  La  presencia  de  especímenes  patógenos  que  poseen  la  toxina  cólerica 
ctxA de V. cholerae se han  investigado directamente de acuerdo con Lipp et al. 
(Tada et al., 1992; Lipp et al., 2002).   
Todas  las PCR  se  llevaron a  cabo  en un  termociclador PTC200  (MJ Research, 
South San  Francisco, California). Los productos de PCR fueron verificados por 

















Esta  técnica  se  basa  en  una  electroforesis  en  geles  de  agarosa,  que  permite 
separar fragmentos de DNA de hasta 2.000 kb. El equipo se fundamenta en  la 
propiedad que tienen  las moléculas grandes de DNA, de fraccionarse en geles 
de  agarosa  si  son  sometidas  alternadamente  a  dos  campos  eléctricos  no 
homogéneos de orientación perpendicular. Esta  técnica  fue  realizada según  la 
técnica normalizada “One‐Day  (24‐28 h) Standardized Laboratory Protocol  for 











de  agarosa  SeaKem Gold Agarose  (Cambrex,  Baltimore, MD)  en  0.5X  buffer 
TBE. También se utilizó DNA de Salmonella Braenderup H9812 como marcador 
de  tamaño, y  fue digerido con 50 U de XbaI  (promega, Madison, WI) a 37 °C 
durante dos h. Los tiempos de pulso fueron de 2 a 40 s durante 18 h a 6,0 V/cm. 




Todos  los  aislamientos positivos para  el gen    tdh y  trh de V.  parahaemolyticus 
fueron  sometidos  a  la  serotipificación  por  pruebas  de  aglutinación  con 






Los  parámetros  ambientales  empleados  en  este  estudio  fueron  temperatura 
ambiental,  lluvia,  recuentos  de  fitoplancton,  transmitancia,  fluorescencia, 





fue  calculado  como  el  volumen  diario  de  agua  en  m3/s  del  río  Umia.  Los 
parámetros oceanográficos (salinidad, temperatura del agua de mar y recuento 
de fitoplancton) fueron medidos como promedio semanal. 












































R1  19  8 (42.1)  266    2 (10.5)  21.9 
R2  12  4 (33.3)  21    4 (33.3)  33.5 
R3  18  11 (61.1)  666    3 (16.6)  153.3 
R4  16  7 (43.7)  61.3    6 (37.5)  34.3 
R5  12  4 (33.3)  29    5 (41.6)  36.5 
Total  77  34 ( 44.2)  241.84    20(25.9)  59.3 












de  666  y  266  MNP/100g,  respectivamente  (Tabla  14  y  Fig  17).  El  sitio  de 
muestreo  R4,  también  presentó  una  alta  incidencia  de  V.  parahaemolyticus 
(43.7%) pero  la abundancia detectada en este punto  fue baja  (61.3 MNP/100g).  
Sin  embargo,  la menor  prevalencia  y  abundancia  de  V.  parahaemolyticus  fue 
detectada en R2 y R5, ambos sitios con sólo 4 (33.3%) muestras positivas (Fig 18)  
y  densidades  de  21  y  29 MNP/100g,  respectivamente.  No  hubo  diferencias 
significativas en el ratio de detección entre los diferentes sitios de muestreo. 
La mayor  incidencia  se detectó durante  los meses de verano  con 15 muestras 





menor  presencia  de  V.  parahaemolyticus  fue  en  primavera,  detectada  en  7 
muestras  positivas  de  un  total  de  27  recogidas  en  estos meses.   Aunque  la 
temperatura media más  alta  fue  registrada  durante  los meses  de  primavera, 






















Invierno  15  7 (46.6)  30.3    6 (40)  56.53 
Primavera  27  7 (25.9)  0    13(48.1)  114.30 
Verano  19  15 (78.9)  908.6    0 (0)  0 
Otoño  16  5 (31.6)  26.1    1 (6.25)  0 


















los  meses  más  cálidos  (abundancia  media,  908,6  MNP/100g)  (Fig  17).  Los 
niveles  máximos  de  V.  parahaemolyticus  fueron  encontrados  de  Julio  a 






a  Junio, con una mayor  incidencia estacional en primavera  (48,1%)  (Tabla 15). 
La  dinámica  estacional  de  V.  cholerae  fue  completamente  diferente 





V.  cholerae  durante  el  periodo  del  estudio  fue  de  59.3 NMP/100g,  llegando  a 










Fig.  18.  Incidencia  de  V.  parahaemolyticus  y  V.  cholerae  en  los  diferentes  puntos  de 
muestreo en la Ría de Arousa. 
Sitios de Muestreo























los  meses  más  cálidos  (abundancia  media,  908,6  MNP/100g)  (Fig  17).  Los 
nivel s  máximos  de  V.  parahaemolyticus  fueron  encontrados  de  Julio  a 






a  Junio, con una m y r  inci ncia estacional en primavera  (48,1%)  (Tabla 15). 
La  dinámic   estacional  de  V.  cholerae  fue  completamente  diferent  
comparándola con  la de V. parahaemolyticus, ya que no  se encontró V.  cholerae 
durante la se unda mitad del año (Julio a Diciembre), a excepció  de una sola 
muestra r cogida en Noviembr  (6.25%) (Fig. 19). En b se a la  antificación del 
NMP, el recuento de V. cholerae fue inferior a V. parahaemolyticus, registrándos  
una densidad entre un rango de <36‐2100 NMP/100g. La abundancia media de 
V.  cholerae  durante  el  periodo  del  estudio  fue  d   59.3 NMP/100g,  llegando   










Fig.  18.  Incidencia  de  V.  parahaemolyticus  y  V.  cholerae  en  los  diferentes  puntos  de 
muestreo en la Ría de Arousa. 
Sitios de Muestreo























los  meses  más  cálidos  (abundancia  media,  908,6  MNP/100g)  (Fig  17).  Los 
niveles  máximos  de  V.  parahaemolyticus  fueron  encontrados  de  Julio  a 






a  Junio, con una mayor  incidencia estacional en primavera  (48,1%)  (Tabla 15). 
La  dinámica  estacional  de  V.  cholerae  fue  completamente  diferente 





V.  cholerae  durante  el periodo  del  estudio  fue  d   59.3 NMP/100g,  llegando  a 










Fig.  18.  Inci e cia  de  V.  parahaemolyticus  y  V.  cholerae  en  los  diferentes  puntos  de 
muestreo en  ía de Arousa. 
Sitios de Muestreo






























Al  igual que V. parahaemolyticus, V. cholerae estuvo presente en  todos  los sitios 
de muestreo  (Tabla  14  y  Fig  18),  aunque  la  incidencia de V.  cholerae  ha  sido 
inferior  en  los  puntos  R1  (10.5%)  y  R3  (16.3%),  donde  la  detección  de  V. 
parahaemolyticus  fue mayor. La abundancia de V. cholerae  fue baja en  todos  los 

















Por otra parte,  sólo  se detectó una  cepa  tdh+  en  el mes de  Julio  con  serotipo    
O3: KUT. Tres de las 5 cepas trh+ con serotipo O1:K58 presentaron patrones de 
restricción idénticos entre ellos pero no se observó ninguna asociación con otras 




Los  genes  que  codifican  para  los  factores  de  virulencia  de  la  toxina  colérica 
(ctxA), tradicionalmente asociados con  las epidemias de V. cholerae O1 y O139, 









Fig 20. Comparación de  la relación genética de  los patrones de PFGE de  las cepas V. 










el  periodo más  cálido  fue  característicamente  el  verano  (temperatura media, 
15.6  °C),  la  temperatura máxima  registrada  fue  en  Junio  (18,6  °C).  En  estos 




Por  el  contrario,  la  salinidad  se mantuvo  constante  durante  todo  el  período 
(media de 34.6 ppt) a pesar de que se observó una fuerte caída en los meses de 
invierno,  alcanzando  el  valor mínimo  de  salinidad  (28,2  °C)  (Tabla  16).  Esta 







Media   Mínima  Máxima    Media   Mínima  Máxima 
Invierno  13.8  13.1  14.7    32.8  28.2  35.3 
Primavera  14.7  12.8  18.6    35.1  33.9  35.7 
Verano  15.6  14.4  17.1    35.4  35.1  35.6 
Otoño  14  11.6  16    35.4  35.1  35.6 











y  abundancia  de  V.  parahaemolyticus  fueron  inicialmente  analizadas  por  el 
coeficiente  de  correlación  de  Pearson  y  por  el  análisis  de  regresión  logística 
simple.  La  abundancia  de  V.  parahaemolyticus  estuvo  positivamente  y 
significativamente relacionada con la temperatura ambiental y con la lluvia de 
los días previos a  la  recogida de muestras  (P<0.05), aunque  la asociación más 
significativa  fue  observada  con  la  temperatura media  oceanográfica  (P<0.01). 
Sin embargo, la prevalencia de V. parahaemolyticus no estuvo afectada por otras 
variables  de  gran  importancia  como  la  salinidad  o  factores  implicados  en  la 
producción primaria como el recuento de fitoplancton. 
El análisis de regresión de  logística simple realizado para  la prevalencia de V. 
parahaemolyticus  y  las  variables  ambientales  mostró  relaciones  significativas 
(P<0.05) con la temperatura ambiental, lluvia acumulada de los días anteriores 
al muestreo y temperatura oceánica (P<0.01). La temperatura oceanográfica fue 
el  factor  dominante  que más  afectó  a  la  presencia  de  V.  parahaemolyticus  y 
presentó una fuerte influencia en la densidad de esta bacteria. 
Por  otra  parte,  la  dinámica  de  las  poblaciones  de V.  cholerae  también  estuvo 
relacionada  con  las  variables  oceanográficas.  Al  igual  que  en  V. 




Por el contrario,  la  incidencia de V. cholerae fue en gran parte  influenciada por 
una  disminución  en  la  salinidad  (P<0.05)  y  por  los  demás  parámetros  que 
favorecieron  la disminución de  la salinidad como  la acumulación de  lluvia  los 
días anteriores al muestreo (P<0.01). Además, la detección de las poblaciones de 
V. cholerae fue asociada con el caudal del río Umia, el cual promovió la afluencia 
de  aportes  de  agua  dulce  en  la  ría,  destacando  una  fuerte  influencia  con  el 
caudal del río  los días previos a  la recogida de  las muestras (P<0.01). El factor 
más  importante  que  afectó  a  la  presencia  y  abundancia  de V.  cholerae  fue  la 
presencia  y  la  abundancia  del  fitoplancton  (P<0.0001;  O.R.=  1.000),  que 
mostraron una   fuerte y significante asociación. Sólo se  identificaron estos dos 








Los  resultados  obtenidos  en  el  presente  estudio  revelan  un  diferente  patrón 
estacional  en  las poblaciones de V.  parahaemolyticus  y V.  cholerae  en  el medio 
ambiente marino  de Galicia.  La mayor  presencia  (78.9%)  y  abundancia  de V. 
parahaemolyticus (valor medio, 908.6 NMP/100g) en la ría de Arousa fue detectada 
en  los  meses  de  verano,  coincidiendo  también  con  el  período  de  máxima 
temperatura del agua del mar en el estudio (15.6 °C). Esta dinámica poblacional 
de V.  parahaemolyticus  también  fue observada  en  los  resultados obtenidos del 
capítulo  2  en  zonas  de mar  abierto  de Galicia  y  en  otras  partes  del mundo, 
donde  altas  incidencias  y  densidades  de  esta  bacteria  fueron  localizadas 
durante  los meses de verano cuando  las temperaturas del agua de mar fueron 






Por el contrario,  la prevalencia de V. cholerae fue  limitada a  los cinco primeros 
meses del muestreo  (Febrero‐Junio), donde  la  incidencia y abundancia de esta 
bacteria fue menor (25.9%) con respecto a V. parahaemolyticus (44.2%). El patrón 
de estacionalidad de V.  cholerae ha  tenido su máximo en  los meses de Abril a 
Junio, en un 48.5% de muestras positivas, de acuerdo con otras investigaciones 
recogidas de la literatura científica  (Jesudason et al., 2000; Mohanty et al., 2004; 
de Magny  et  al.,  2011; Mishra  et  al.,  2012). Por  otra parte,  esto  contrasta  con 
otros estudios que detectaron mayores densidades de V. cholerae en el mes de 
Julio (Mahasneh and Al‐Sayed, 1997).   
La  influencia  de  los  parámetros  ambientales,  es  decir,  temperatura, 
pH,  salinidad,  lluvia,  clorofila,  y  plancton  en  la  abundancia  de  V. 
parahaemolyticus y V. cholerae está bien establecida en ambientes marinos (Pardío 
Sedas,  2007;  Johnson  et  al.,  2010),  y  se  ha  demostrado  que  son  factores 
importantes en  la ecología de V.  cholerae que  influyen en  la  transmisión de  la 
enfermedad (Huq et al., 2005; Constantin de Magny et al., 2008). El papel de la 
temperatura en la determinación de la abundancia de V. parahaemolyticus en los 
ambientes  marinos  y  de  estuarios  ha  sido  bien  documentado,  pero  la 








En  este  estudio,  se  tuvo  en  cuenta  la  temperatura  y  otros  parámetros 
ambientales  que  pueden  afectar  a  la  prevalencia  y  abundancia  de  




la  distribución  de  Vibrios  spp  (Schets  et  al.,  2010;  Vezzulli  et  al.,  2010).  La 
influencia  de  la  temperatura  oceanográfica  en  el  patrón  estacional  de  V. 
parahaemolyticus  muchas  veces  parece  estar  controlada  por  el  efecto  de  la 
salinidad  (Martinez‐Urtaza  et  al.,  2008b).  La  temperatura  podría modular  la 
densidad  de V.  parahaemolyticus  sólo  cuando  las  aguas  cálidas  coinciden  con 
periodos de salinidad reducida. Este patrón de los efectos combinados de altas 
temperaturas y bajas salinidades se ha observado que influye en la abundancia 




del  año,  a  excepción  de  un  descenso  en  Febrero  donde  todas  las muestras 
fueron positivas para V. parahaemolyticus.  
Por el contrario, la salinidad mostró un papel importante en la detección de V. 
cholerae  en  la  ría  de  Arousa.  Esta  ría  presentó  valores  estables  de  salinidad 
(rango comprendido entre 28.2‐35.7) modulados por un patrón de precipitación 
que  fue  caracterizado  por  fuertes  lluvias  en  Febrero  y  moderadas 
precipitaciones  en  el mes  de  Junio.  El mínimo  valor  registrado  de  salinidad 
(28.2‰)  fue  en  Febrero  coincidiendo  también  con  el  mes  de  máxima 
precipitación  en  el  periodo  de  estudio.  Estas  asociaciones  con  las  variables 
oceanográficas  han  sido  observadas  en  otros  registros  por  tener  una  fuerte 
influencia  con  la presencia de V.  cholerae  (Singleton et al., 1982; Pardío Sedas, 
2007; Thongchankaew et al., 2011; Mishra et al., 2012). 
En el medio ambiente marino, V. cholerae se encuentra unido a las superficies de 










sido  observada,  considerándose  tanto  la  presencia  como  el  recuento  de 
fitoplancton  como  los  factores  críticos  que  limitan  la  dinámica  poblacional  y 
estacional  de  V.  cholerae.  La  abundancia  de  fitoplancton  fue  detectada  desde 
Febrero hasta Mayo, con picos máximos en Mayo, sin detectarse a partir de este 
mes  con  pequeñas  excepciones  de  baja  abundancia  en  el mes  de Noviembre 
coincidiendo  con  la  incidencia  de  V.  cholerae  en  las muestras  de  ostras.  Sin 
embargo  no  se  encontró  ninguna  asociación  de  estas  variables  con  el  V. 
parahaemolyticus. 
La presencia de poblaciones potencialmente patógenas de V. parahaemolyticus en 
este  estudio  ha  sido  limitada,  detectándose  sólo  la  presencia  de  V. 
parahaemolyticus  tdh+  en  4  de  77  muestras  analizadas.  Esto  contrasta  con 
bibliografía descrita previamente del primer brote  importante de  infección de 
Galicia  asociado  al  consumo de  ostras donde  todas  las  cepas  analizadas  han 
sido  tdh+  (Lozano‐León  et  al.,  2003).  Las  infecciones  causadas  por  V. 







Altas densidades de  las poblaciones de V.  parahaemolyticus  tdh+ y  trh+  fueron 
detectadas exclusivamente en agosto coincidiendo con el periodo de los meses 
más cálidos. La estacionalidad de estas poblaciones potencialmente patógenas 
en  este  estudio  coincide  con  la  detección  de  infecciones  causadas  por  V. 
parahaemolyticus asociadas al consumo de ostras en años anteriores que también 
estuvieron reflejadas en el mismo mes (Lozano‐León et al., 2003). Por lo tanto, el 
mayor  riesgo  de  infección  según  los  resultados  de  este  estudio  podría  estar 













Actualmente,  según  otras  investigaciones, Vibrio  cholerae no‐O1 y no‐O139 ha 
sido detectado  en varias  regiones de Europa  asociado  a mariscos  o pescados 
(Lukinmaa et al., 2006; Ottaviani et al., 2009; Scharer et al., 2011). Recientemente, se 
ha descrito en 2009 un caso de gastroenteritis severa causado por V. cholerae no‐
O1,  no‐O139  en  una  persona  holandesa  inmunodeprimida  después  de  una 
estancia en España. Pero este caso no fue asociado ni a aguas mal tratadas ni al 
consumo de mariscos (Rozemeijer et al., 2009)). 
Según  estos  resultados,  tanto  V.  parahaemlyticus  como  V.  cholerae  fueron 
detectados en ostras de la Ría de Arousa durante el periodo del estudio, aunque 
su dinámica estacional haya sido diferente. Esta ría se caracteriza por  tener  la 
























Multilocus  sequence  typing  (MLST)  es  una  herramienta  importante  para 






identificadas  y  la  mayor  parte  (47)  fueron  representadas  por  un  solo 
aislamiento,  sugiriendo  un  nivel  alto  de  diversidad  genética.  Diferentes 
complejos  clonales  (CC)  fueron  observados  entre  las  cepas  de  V. 
parahaemolyticus procedentes de  zonas  estuáricas  y de hábitats  oceánicos. Los 
datos de  este  estudio  indican que V.  parahaemolyticus presenta una  estructura 
poblacional  “semiclonal”  en  poblaciones  estuáricas,  sin  embargo  una  alta 
diversidad  fue  encontrada  en  los  individuos de  las poblaciones  oceánicas,  lo 
que sugiere que son poblaciones con frecuentes eventos de recombinación.   La 
diversidad  genética  de  V.  parahaemolyticus  parece  estar  impulsada 
principalmente por la recombinación más que por las mutaciones puntuales y el 
índice  del  relativo  impacto  de  recombinación/mutación  ha  sido más  alto  en 
poblaciones  oceánicas  (r/m=  77)  que  estuáricas  (r/m=  2.25).  Este  ha  sido  el 
primer  trabajo  realizado  en  Europa  sobre  la  estructura  poblacional  de  V. 












fuente  de  comida  y  protección  a  las  poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  bajo 
condiciones  ambientales  desfavorables,  y  como  una  plataforma  para  el 
desplazamiento  a  través  del  mar  (datos  capítulo  2).  Según  la  bibliografía 
existente,  los movimientos de  las aguas oceánicas desde zonas  lejanas podrían 
estar directamente  relacionados con  la  introducción de poblaciones patógenas 
de Vibrio en áreas donde antes no habían sido detectadas, y que el zooplancton, 
y más  concretamente  los  copépodos,  son  los más  probables  candidatos  para 
facilitar  el  transporte.  De  esta  forma,  la  llegada  de  poblaciones  oceánicas  a 
hábitats  estuáricos,  constituiría una  fuente permanente de V.  parahaemolyticus 





en  parte  debida  a  la  limitación  de  los métodos  analíticos  empleados,  que  se 
basaban  exclusivamente  en  el  estudio  de  colonias  aisladas  después  de  la 
incubación de  las muestras  en  caldos de  cultivo. El avance de  las  técnicas de 
biología molecular experimentado en los últimos años y su aplicación al campo 
de diagnóstico ha permitido mejorar la detección y aislamiento de especímenes 
patógenos  de  Vibrio  en  el  laboratorio  y  por  otra  parte  conocer  la  estructura 
poblacional  de  V.  parahaemolyticus  en  los  diferentes  hábitats.  Las  técnicas  de 
tipificación  molecular  incluyendo  PCR  con  cebadores  arbitrarios  (AP‐PCR), 
electroforesis  de  campo  pulsante  (PFGE),  ribotipificación,  y  el  análisis  de 
enzimas de restricción del genoma, por lo general demuestran un alto grado de 
diversidad  de  V.  parahaemolyticus,  aunque  proporcionan  escasa  información 
sobre  la  relación  genética  de  las  cepas.  Durante  los  últimos  años,  se  han 
desarrollado  y  aplicado  nuevas  técnicas  como  “Multilocus  sequence  typing” 
(MLST) que es una herramienta muy útil para el estudio de las características de 
las  poblaciones  de  diferentes  bacterias  patógenas  que  permite  estudiar  la 
estructura  de  la  población  en  diferentes  hábitats  de  una  zona  concreta  y  al 







información  básica  sobre  los  mecanismos  diferenciales  de  adaptación  a  los 
distintos ambientes. 





la mayor  parte  de  la  variabilidad  observada, mientras  que  el  resto  del  locus 
presentaba un alto grado de conservación. Así que, se decidió analizar en cada 
gen sólo un  fragmento  interno de entre 450‐500 pb cuyo nivel de variabilidad 




la  identificación  de  grupos  de  microorganismos  con  idénticos  (clones)  o 
altamente  relacionados  genotipos  (líneas  clonales).  Esto  permite  identificar 




El proceso de  selección de  los genes,  así  como de  los  fragmentos  internos de 
éstos, no es universal, es decir, este proceso debe ser realizado para cada especie 
bacteriana de forma individual. El proceso de desarrollo es lento y laborioso, y 
esto  limita  la  aplicación  de MLST  a  aquellas  especies  en  las  que  ya  ha  sido 
desarrollado. No obstante, desde 1998 en que se describió, el método ya ha sido 
desarrollado  para  11  especies  diferentes  de  bacterias  (véase  información  en 
http://www.mlst.net/databases/default.asp),  entre  las  que  habría  que  destacar 
por  su  relevancia  Neisseria  meningitidis  (Maiden  et  al.,  1998),  Streptococcus 
pneumonia (Enright and Spratt, 1998), Staphylococcus aureus (Enright et al., 2000), 
Campylobacter  jejuni  (Dingle  et  al.,  2001) y Enterococcus  faecium  (Homan  et  al., 
2002). También  se ha desarrollado  en bacterias patógenas de  interés  en  salud 
pública  (http://www.mlst.net/misc/new_schemes.asp).  Entre  estas  especies, 

















alelos ya asignados. Tras  la definición de  los perfiles alélicos,  la  comparación 
entre las cepas es sencilla. 
Publicaciones realizadas han descrito un esquema del MLST que ha permitido 
determinar  las  características  poblacionales  de V.  parahaemolyticus  en  Estados 
Unidos  (Gonzalez‐Escalona  et  al.,  2008).  Este  estudio  analizó  las  secuencias 
parciales de 7 genes de mantenimiento celular (housekeeping), loci ubicados en 
ambos  cromosomas  de  V.  parahaemolyticus.  Estos  7  genes  incluyen  recA 
(proteina  RecA),  dnaE  (DNA  polimerasa  III,  subunidad  alfa),  y  gyrB  (DNA 
girasa,  subunidad  B)  procedentes  del  cromosoma  I  y  dtdS  (treonina  3‐
deshidrogenasa),  pntA  (transhidrogenasa,  subunidad  alfa),  pyrC  (dihidro‐
orotasa),  y  tnaA  (triptofanasa)  del  chromosoma  II  (Gonzalez‐Escalona  et  al., 
2008). Durante este estudio se investigó con aislamientos de V. parahaemolyticus 
clínicos y ambientales de diferentes orígenes centrados principalmente en cepas 
de  Estados  Unidos.  Los  datos  obtenidos  demostraron  una  gran  diversidad 




el  análisis por  el MLST  confirmó  el primer  complejo  clonal pandémico de V. 
parahaemolyticus (Gonzalez‐Escalona et al., 2008). Gracias a esta tecnología se ha 
podido observar que, a pesar de  la gran variabilidad de  las poblaciones de V. 









Las  pruebas  de  recombinación  se  realizan  de  manera  rutinaria  en  estudios 
basados  en  MLST  que  examinan  la  diversidad  genética  de  las  poblaciones 
bacterianas. Se define recombinación homóloga como el proceso por el cual dos 
secuencias de DNA  idénticas o  altamente  similares  intercambian  información 
genética.  Este  es  un  mecanismo  de  intercambio  genético  que  juega  un 
importante  papel  durante  la  reparación  del  DNA,  la  segregación  de 
cromosomas  y  la  generación  de  variación  genética  (West,  2003). La 
recombinación  ha  sido  ampliamente  estudiada  en  bacterias  como  E.  coli 
(Kowalczykowski et al., 1994) y según  la bibliografía descrita se ha observado 




1946),  todavía se mantiene  la  incertidumbre sobre su papel en  las poblaciones 
naturales.  El  cálculo  de  la  tasa  de  recombinación,  en  lugar  de  simplemente 
detectar una presencia significativa o la ausencia de eventos de recombinación 
homóloga, permite una comparación explícita entre las especies. 
En  poblaciones  altamente  recombinantes,  el  origen  y  la  persistencia  de  las 
especies puede ser definida principalmente por razones biológicas, ecológicas o 
por barreras geográficas para el  intercambio de genes  (Fraser et al., 2007).   La 
importancia  general del  intercambio de  genes homólogos  en  la definición de 





Varios métodos  están  disponibles  para  identificar  eventos  de  recombinación 
homóloga  y  otros  parámetros de  las  secuencias.  Sin  embargo,  hay diferentes 
análisis que varían en su capacidad para detectar recombinación (Posada, 2002; 
Stumpf and McVean, 2003; Didelot and Falush, 2007), haciendo comparaciones 
de  las  bases  de  datos  de  la  bibliografía  existente.  En  este  sentido,  hemos 
analizado  los  datos  obtenidos  de  V.  parahaemolyticus  por  el MLST  usando  el 
método de  coalescencia  implantado  en  el paquete del programa Clonalframe 








probabilidad  relativa  de  que  un  nucleótido  se  cambia  como  resultado  de  la 
recombinación  en  relación a  la mutación puntual  (r  / m), que  es una medida 
directa  del  impacto  relativo  de  la  recombinación  en  la  diversificación  de 
secuencias (Guttman and Dykhuizen, 1994) 
El  conocimiento  de  la  naturaleza  y  la  frecuencia  de  recombinación  es 
importante  para  determinar  la  estructura  genética  de  las  poblaciones 





estudiados,  no  estarían  asociados  al  azar  sino  que  serían  frecuentes 
combinaciones de alelos.  Esto sería efecto de los cambios en las frecuencias de 
determinados loci, como resultado de la acción de la selección sobre otro locus 





Como  se ha visto,  las  estructuras de poblaciones bacterianas  son  complejas y 
frecuentemente controvertidas, sobretodo, debido a la incertidumbre acerca de 
la  frecuencia y el  impacto de  recombinación en  las bacterias. La existencia de 
clones dentro de la población y el desequilibrio de ligamento entre los alelos de 
diferentes  locis,  es  frecuentemente  citado  como  evidencia  de  tasas  bajas  de 
recombinación.  Pero  este  planteamiento  está  cambiando  con  los  resultados 
obtenidos  a  partir  de  las  secuencias  de  nucleótidos.  Se  ha  visto  que  la 
recombinación  es  común  en  genes metabólicos  implicados  en  vías  centrales 
(genes housekeeping) en algunas bacterias, y que los niveles de desequilibrio de 









En  consecuencia,  el  objetivo  de  este  estudio  fue  conocer  con  precisión  la 
presencia e importancia de las poblaciones patógenas de V. parahaemolyticus en 
Galicia  e  identificar  los  hábitats  que  favorecerán  su  presencia. Asimismo,  se 











clínicos  y  58  de  fuentes  ambientales  (aguas  estuáricas,  ostra  y  zooplancton) 
(Tabla 17 y 18). Estas cepas clínicas fueron aisladas de distintas áreas (Estados 
Unidos, Inglaterra y España) y en diferentes años (de 1988 a 2004). Con respecto 
a  las  cepas  ambientales,  53  cepas  fueron  seleccionadas  del  cepario  de 
laboratorio y  los 5 aislamientos restantes procedieron de muestras de ostras de 
Estados Unidos. Estas cepas ambientales de V. parahaemolyticus fueron aisladas 
de  distintas  zonas  de Galicia  (A Coruña,  Ferrol, Cambados  y Vigo)  y  en  un 
periodo  comprendido  entre  el  2005‐2007.  Se  eligieron  cepas  representativas 
tanto  de  zonas  estuáricas  (agua  y  ostras)  como  oceánicas  (zooplancton)  para 
















Año  Fuente Origen  Serotipo  tdh  trh  CC  ST 
PY233  Vigo  2006  O  Plancton O1:Kut  ‐  ‐  CC1  ST27
EU.PR101  Vigo  2005  O  Plancton O1:KUT  ‐  ‐  S  ST37
PR99  Vigo  2005  O  Plancton O3KUT  ‐  ‐  S  ST38
N139  Vigo  2006  E  Agua  O2K28  ‐  ‐  S  ST33
PY199a  Vigo  2006  O  Plancton O1:KUT  ‐  ‐  CC7  ST21
J49  A Coruña  2006  E  Agua  O4K63  +  ‐  CC8  ST24
BWC290b  A Coruña  2006  E  Agua  O4K63  +  ‐  CC8  ST14
EU.BWV290  A Coruña  2006  E  Agua  O4K63  +  ‐  S  ST31
OJL90‐B  Cambados  2007  E  Ostra  O3:KUT  +  ‐  CC5  ST19
EU.22520  Vigo  2003  E  Molusco O4:K11  +  ‐  S  ST28
J48  A Coruña  2006  E  Agua  O4K63  +  ‐  S  ST32
EU.APW82  Vigo  2005  O  Plancton O10:K71  +  ‐  S  ST30
BWC230  Ferrol  2006  E  Agua  O4K63  +  ‐  CC8  ST22
BWC253  Ferrol  2006  E  Agua  O4K63  +  ‐  CC8  ST15
O345  Ferrol  2006  E  Agua  O4K63  +  ‐  S  ST34
BWC330  Ferrol  2006  E  Agua  O3K4  +  ‐  CC5  ST16
BWC348  Ferrol  2006  E  Agua  O3K59  +  ‐  CC5  ST17
Ma189  Ferrol  2006  E  Agua  O5K71  ‐  +  CC9  ST4 
O63  Ferrol  2006  E  Agua  O3KUT  ‐  +  S  ST45
N41  A Coruña  2006  E  Agua  O10KUT  ‐  +  CC6  ST5 
N295  Ferrol  2006  E  Agua  O5K60  ‐  +  S  ST42
N113  Ferrol  2006  E  Agua  OUTKUT  ‐  +  S  ST39
O311  Ferrol  2006  E  Agua  O6K18  ‐  +  S  ST43
PY200  Vigo  2006  O  Plancton OUT:KUT ‐  +  CC2  ST13
PX132  Vigo  2006  O  Plancton OUT:KUT ‐  +  CC2  ST2 
100L  Vigo  2005  O  Plancton OUT:KUT ‐  +  CC2  ST2 
N10  A Coruña  2006  E  Agua  O10K66  ‐  +  CC6  ST3 
N61  A Coruña  2006  E  Agua  O1KUT  ‐  +  CC7  ST25
PM290  Vigo  2006  O  Plancton O1:K56  ‐  +  CC4  ST11
EU.PM290v34  Vigo  2006  O  Plancton O1:K56  ‐  +  S  ST35
N275  Ferrol  2006  E  Agua  OUTKUT  ‐  +  S  ST40
PSPB18.5  Vigo  2005  O  Plancton O1:K56  ‐  +  CC1  ST26
N53  A Coruña  2006  E  Agua  O3KUT  ‐  +  CC10 ST10
OAG99‐A  Cambados  2007  E  Ostra  O1:K58  ‐  +  CC3  ST7 
OAG100‐A  Cambados  2007  E  Ostra  O1:K58  ‐  +  CC3  ST1 
OAG101‐B  Cambados  2007  E  Ostra  O1:K58  ‐  +  CC3  ST6 
O76‐A  Cambados  2007  E  Ostra  O3:K58  ‐  +  S  ST46
OAG95‐E  Cambados  2007  E  Ostra  O3:K37  ‐  +  S  ST48









Año  Fuente Origen  Serotipo  tdh  trh  CC  ST 
PCSPB 24.2  Vigo  2005  O  Plancton O10:K71  ‐  +  CC6  ST3 
PM398  Vigo  2006  O  Plancton O10:K71  ‐  +  CC6  ST18
PQ110  Vigo  2006  O  Plancton O5:KUT  ‐  +  S  ST36
PM408  Vigo  2006  O  Plancton O1:K56  ‐  +  CC4  ST12
PW274  Vigo  2006  O  Plancton O5:KUT  ‐  +  CC9  ST8 
IP407  Vigo  2006  O  Plancton OUT:KUT ‐  +  CC2  ST23
PY218  Vigo  2006  O  Plancton O11:KUT  ‐  +  S  ST49
PY350  Vigo  2006  O  Plancton O1:KUT  ‐  +  CC7  ST21
PY456  Vigo  2006  O  Plancton O1:KUT  ‐  +  S  ST50
OAG41‐A  Cambados  2007  O  Ostra  O5:KUT  ‐  +  S  ST47
N52  A Coruña  2006  E  Agua  O5K71  +  +  CC10 ST9 
O344  Ferrol  2006  E  Agua  O4K63  +  +  S  ST44
N289  Ferrol  2006  E  Agua  O1KUT  +  +  S  ST41
Ma363  Ferrol  2006  E  Agua  O1KUT  +  +  CC7  ST21






Año  Fuente Origen  Serotipo  tdh  trh 
EU.30825  Vigo  1999  C  Heces  O4:K11  +  ‐ 
EU9566  A Coruña  2004  C  Heces  O3Kut  +  ‐ 
EU97LpVp2  Laos  1997  C  Heces  O3K6  +  ‐ 
EU.9808.1  A Coruña  2004  C  Heces  O3K6  +  ‐ 
ATCC11344  Inglaterra  ‐  C  Heces  O3K7  +  ‐ 
EU.Cli447‐00  Tarragona  1999  C  Heces  O4:K11  +  ‐ 
ATCC43996  Inglaterra  ‐  C  Heces  O3K4  +  ‐ 
USA.BE98.2062  EEUU  1998  C  Heces  O3:K6  +  ‐ 
USA.F6976  EEUU  1999  A  Ostra  O11:KUT  +  + 
USA.F7107  EEUU  2000  A  Ostra  01:K30  +  + 
USA.94A.7175  EEUU  1994  C  Heces  O4:K9  +  + 
USA.88A.5320  EEUU  1988  C  Heces  O4K12  +  + 
USA.F6746  EEUU  1999  A  Ostra  O4K8  +  + 
USA.90A.5598  EEUU  1990  C  Heces  O4K63  +  + 
USA.F6729  EEUU  1999  A  Ostra  O4:K9  +  + 









Todas  las  cepas  que  se  muestran  en  la  Tabla  17  y  18  fueron  analizadas 
utilizando  el  esquema  del MLST  previamente  descrito  (Gonzalez‐Escalona  et 
al.,  2008)  utilizando  secuencias  de  los  fragmentos  internos  de  los  7  genes 
housekeeping (HK). Estos siete loci fueron seleccionados de ambos cromosomas 
y  elegidos  en  base  a  dos  informes  previamente  publicados  de  los  datos  de 
MLST para V. parahaemolyticus y V. vulnificus (Chowdhury et al., 2004; Bisharat 
et  al.,  2005).  Para  el  cromosoma  I,  los  genes  housekeeping    que  se  eligieron 
fueron el recA (proteína RecA), dnaE (DNA polimerasa III, la subunidad alfa), y 
gyrB  (DNA  girasa,  la  subunidad  B).  Para  el  cromosoma  II  fueron  el  dtdS 
(treonina  3‐deshidrogenasa),  pntA  (transhidrogenasa  subunidad  alfa),  pyrC 
(dihidro‐orotasa), y tnaA (triptofanasa).  
Se  realizó  la  amplificación  por  PCR  de  los  fragmentos  internos  de  los  siete 
genes (dnaE, dtdS, gyrB, pntA, pyrC, tnaA y recA), con un tamaño variable según 
el  locus, que varió desde  423  (tnaA) hasta  729 pb  (recA). Las  condiciones de 
PCR  fueron: desnaturalización a 95 °C durante 45 s, alineamiento o unión del 
cebador (anneling) entre 58‐60 °C durante 45 s y extensión a 72 °C durante 45 s 
con  un  paso  de  extensión  final  a  72  °C  durante  5 min.  La  temperatura  de 
alineamiento  (anneling)  fue  variable  dependiendo  del  locus.  Las 
concentraciones de los reactivos en un volumen de 100 μL de la mezcla de PCR 
fueron de: 1 mM de MgCl2, 0.6 mM de desoxinucleotidos trifosfato, 0.5 μM para 
cada  primer  (forward  y  reverse  para  cada  locus)  y  1.5 U/μL  de  enzima  Taq 
Expand  high‐fidelity  polimerasa  (Roche Applied  Science). Un  nanogramo  de 
DNA  fue usado  como DNA molde por PCR, y  los productos de PCR  (10 μL 
cada  uno)  fueron  analizados  en  geles  de  agarosa  (tipo  II  de  agarosa,  Sigma‐
Aldrich,  USA)  a  90V  durante  90  min  con  un  marcador  de  peso  molecular 
estándar.  Los  productos  amplificados  fueron  visualizados  con  bromuro  de 
etidio (0,5 μg/ml; Sigma) y fotografiados en un transluminador Alpha Innotech 
2200 UV y procesados con un sistema de documentación de gel Alphaimager 
2200  (Alpha  innotech,  San  Leandro,  California).  Los  productos  de  PCR 
obtenidos fueron purificados con el kit de purificación QIAquick PCR (Qiagen) 
y  fueron  secuenciados  en  ambas  direcciones  por  la  empresa  MACROGEN 
(Seoul, Corea) con primers universales M13F y M13R. Las secuencias de DNA 







Se  obtuvieron  las  secuencias  nucleotídicas  de  estos  fragmentos  génicos  para 
ambas  cadena de DNA y  se  observó que  la  secuencia  obtenida del producto 
secuenciado del gen recA no era buena para el análisis debido a problemas de 





Los  alelos  de  cada  locus  fueron  diferenciados  para  cada  cepa,  y  fueron 
asignados  de  acuerdo  con  el  programa  DnaSP  5.10  (DNA  Sequences 
Polimorphism)  (Rozas  et  al.,  2003).   Las  secuencias  tipo  (ST)  y  los  complejos 
clonales  (CCs)  fueron determinados por el  software Bionumerics  (Matemática 
Aplicada,  Sint‐Martens  ‐Latem,  Bélgica).  A  cada  perfil  alélico  distinto,  se  le 
atribuyó  un  ST  diferente.  Los  complejos  clonales  están  compuestos  por  lo 
menos  por  dos  STs  con  variantes  de  uno  o  dos  locis,  en  las  cuales  cada  ST 
comparte al menos 4 de los 6 loci con al menos un miembro del complejo clonal. 
Un  singleton  se  definió  como  un  ST  que  no  se  agrupa  en  una 
CC.   La  relación y distribución de  los diferentes STs    fueron obtenidas por el 
análisis  del  “Mínimum‐Spanning  Tree”  (MST)  basadas  en  un  coeficiente 
categórico y generado por el software Bionumerics. 
 
6.3.4. Medidas  del  impacto  de  la  recombinación  homologa  usando  el 
Clonalframe. 
Un uso común evolutivo basado en medir  la  importancia de  la recombinación 
en bacterias es la tasa de recombinación y mutación ρ/θ (Milkman and Bridges, 
1990). Existen un  amplio  espectro de métodos para  calcular  este  índice,  bien 
usando  técnicas  de  microevolución  (Falush  et  al.,  2001;  Feil,  2004)  o 
metodología de la genética de poblaciones (Fearnhead et al., 2005; Jolley et al., 
2005). La relación ρ/θ es una medida de la frecuencia con la que se produce la 
recombinación  en  relación  a  la mutación  y  por  eso  tiene  una  interpretación 
intuitiva: si por ejemplo ρ/θ= 2, los eventos de recombinación ocurren dos veces 







importados,  esto  no  contiene  información  sobre  el  impacto  real  de  la 
recombinación  en  el  cambio  evolutivo.  Para  medir  el  efecto  relativo  de  la 
recombinación  homóloga  sobre  la  diversificación  genética  de  poblaciones,  se 
utilizó el ratio r/m, o el ratio de la tasa de velocidad a la que los nucleótidos han 
llegado  a  ser  sustituidos  como  resultado  de  la  recombinación  y  mutación  
(Guttman  and  Dykhuizen,  1994). Por  ejemplo,  si  r/m=10,  la  recombinación 
introduce  10 veces más  sustituciones nucleotídicas que mutaciones puntuales 
durante la evolución de la población. 
ClonalFrame  intenta  reconstruir  la genealogía clonal con  las secuencias de  las 
cepas, así como los eventos de mutación y recombinación que tuvieron lugar en 
las ramas de esta genealogía, basada en un modelo de coalescencia. Por esto, la 
principal  herramienta  de  análisis  de  las  secuencias  concatenadas  para  cada 
locus en este estudio fue el Clonalframe 1.1 (Didelot and Falush, 2007), basado 
en un  algoritmo  estadístico que  infiere  en  las  relaciones  clonales  teniendo  en 
cuenta  el  efecto de  la  recombinación homóloga. Los  valores de  r/m y de  ρ/θ 
también fueron estimados usando ClonalFrame.  
Se realizaron dos simulaciones  independientes en el Clonalframe, cada una de 
estas  con  500.000  iteracciones. Las primeras  50.000  (10%) de  cada  simulación 
fueron descartadas y los filogramas y parámetros resultantes fueron obtenidos a 
partir de cada 100 generaciones con un  total de 400.000. A partir de estas dos 




La diversidad nucleotídica para cada  locus y  su  respectivo error estándar  fue 
determinando usando el Mega 5 (Tabla 19). El test de recombinación de LIAN 
fue  usado  para  calcular  el  índice  de  asociación  ´´estandarizado´´  (ISA).  Este 
método  estadístico  analiza  la  hipótesis  nula  del  equilibrio  de  ligamento,  es 
decir, si ISA=0, los alelos están independientemente distribuidos en todos los loci 
analizados  (los  alelos  están  en  equilibrio  de  ligamiento)  y  los  eventos  de 
recombinación ocurren frecuentemente.  
La ratio entre el número de sustituciones no sinónimas (dN) y sinónimas (dS) fue 







hipótesis  testada  fue  para  la  neutralidad  (dN=  dS);  si  dN  /dS<1,  los  sitios  no 
sinónimos están  bajo una selección purificadora (selección negativa); si dN /dS>1 
indica una selección positiva y dN /dS=1 indica neutralidad. 
El  árbol  en  red  o  también  denominado  ´´splits´´  obtenido  de  las  secuencias 
concatenadas tanto para la población total como para las poblaciones estuáricas 










genes  pntA  (0.008)  y  tnaA  (0.010),  siendo  también  estos  dos  locus  los  que 
presentaron menos variedad de alelos. Los valores más altos fueron detectados 
en el locus dtdS, ya que fue el gen más variable dentro de los 6 loci estudiados. 
La  ratio  de  sustituciones  no  sinónimas  a  sinónimas  (dN/dS)  para  cada  locus 
también  se  puede  observar  en  la  Tabla  19.  Todos  los  genes  del  MLST,  a 
excepción del  pntA y  tnaA, presentaron una  ratio dN/dS  >  1 para  cada  locus 
usando el test de selección para la neutralidad; lo que nos indica que están bajo 
una selección positiva. Por el contrario, la ratio dN/dS tanto en el gen pntA como 
tnaA  fue  menor  que  1,  lo  que  nos  revela  que  están  bajo  la  presión  de  la 
purificación, es decir, se fija un mayor número de sustituciones sinónimas (dS) 
(sin  cambio  de  aminoácido)  que  no  sinónimas  (dN)  (implican  un  cambio 
aminoacídico)  porque  estas  últimas  son  usualmente  deletéreas  y  por  tanto 
eliminadas  selectivamente. Asimismo,  también  se  encontraron valores  altos y 
similares de diversidad genética en cada locus (Tabla 19), lo que nos indica una 



















I           
dnaE  557  34  0.012 (0.003)  0.9584  4.027 (0.000) 
gyrB  592  29  0.015 (0.003)  0.9739  2.986 (0.003) 
II           
dtdS  458  25  0.023 (0.004)  0.9829  3.536 (0.001) 
pntA  430  21  0.008 (0.002)  0.9037  ‐3.216 (0.002)
pyrC  493  30  0.011 (0.003)  0.9747  2.522 (0.013) 
tnaA  423  21  0.010 (0.003)  0.9461  ‐3.548 (0.001)




Cuando  los  seis  loci  fueron  combinados,  se  identificó  un  total  de  50  STs 
diferentes  de  los  perfiles  alélicos  de  la  colección  de  cepas  ambientales, 
indicando un alto  índice de diversidad genética (0.9566). De  las 50 STs, 47 STs 
contienen un solo aislamiento, mientras que las restantes STs contienen de 2 a 3 
cepas  cada  uno.  El  ST2  agrupa  únicamente  dos  cepas  procedentes  de  zonas 




El análisis poblacional por   el “Minimum Spanning Tree”  identificó  los 50 STs 
en  10  complejos  clonales  (CC1  al  CC10),  más  22  singletones  que  fueron 
definidos  como STs que no  se han agrupado  en  complejos  clonales. Como  se 
observa  en  el  análisis,  se  encontraron  CCs  que  se  corresponden  con  ST  de 









Tanto  el CC2  como  el CC4  están  formados por 3 y 2 STs,  respectivamente, y 
están compuestos por cepas que  forman parte de grupos característicos de  las 
poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  tdh‐/trh+  en Galicia. Ambos  CCs  agrupan 
cepas que comparten serotipo OUT:KUT (CC2) y O1:K56 (CC4) . Sin embargo el 




mismo  genotipo  trh+/tdh‐  y  serotipo O1:K58. Otro  CC  fue  el  CC5  donde  se 
agrupan  especímenes de V.  parahaemolyticus  trh‐/tdh+,  formado por  3 STs que 
agrupan  cepas  de  distintas  fuentes  (aguas  estuáricas  y  ostras)  y  son 
geográficamente diferentes (Norte de Galicia y Sur). El mayor complejo clonal 
(CC8) en este estudio estuvo compuesto por 4 STs con cepas que constituyen el 
clon  dominante  de V.  parahaemolyticus  tdh+/trh‐  característico  de Galicia.  Este 
CC8  agrupó  especímenes  de  V.  parahaemolyticus  procedentes  del  norte  de 
Galicia  pero  de  distintos  lugares  (Coruña  y  Ferrol),  y  presentaron  el mismo 
serotipo O4:K63 (Fig 21 y 22). 
La  presencia  de  CCs  formados  por  cepas  de  ambos  hábitats  (estuáricos  y 
oceánicos)  también se vio reflejada en este análisis. El CC6 exclusivo de cepas 
de  V.  parahaemolyticus  tdh‐/trh+,  estuvo  compuesto  por  la  ST3  que  agrupó 
aislamientos tanto estuáricos como oceánicos. En este complejo clonal también 
se observó  la presencia de STs exclusivas de ambos ecosistemas  (ST5 y ST18). 





comparten  también  cepas  de  diferentes  hábitats  es  el  CC9.  Este  complejo 
incluyó cepas que forman parte de un grupo representativo de la población de 
V. parahaemolyticus  tdh‐/trh+ detectada  en Galicia  (Fig 21 y 22). Son  cepas que 
comparten serotipo (O5) aunque su origen sea diferente. 
Los 22 singletones no  fueron agrupados en  los diferentes CCs y han  revelado 







FIG  21.  Distribución  de  las  diferentes  Secuencias  tipo  (ST)  de  V.  parahaemolyticus 
obtenidas  por  el  “Mínimum‐Spanning  Tree”  (MST)  basadas  en  un  coeficiente 
categórico  y  generado  por  el  software  Bionumerics  (Applied Maths).  Cada  círculo 
representa una ST y a  las agrupaciones de dos o más STs con variantes de uno o dos 
locus se incluyeron en un complejo clonal (CC). Los colores de los círculos indican las 
diferentes  poblaciones  de  V.  parahaemolyticus,  como  se muestra  en  la  leyenda  de  la 
figura y el  tamaño del círculo  indica  la cantidad del número de cepas  incluidas en  la 
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FIG  22.  Distribución  de  las  diferentes  Secuencias  tipo  (ST)  de  V.  parahaemolyticus 
obtenidas  por  el  “Mínimum‐Spanning  Tree”  (MST)  basadas  en  un  coeficiente 











FIG  22.  Distribución  de  las  diferentes  Secuencias  tipo  (ST)  de  V.  parahaemolyticus 
obtenidas  por  el  “Mínimum‐Spanning  Tree”  (MST)  basadas  en  un  coeficiente 













6.4.3. Análisis  filogenético  de  la  estructura  poblacional  de  V. 
parahaemolyticus 
Para  conocer  la  estructura  poblacional  de  las  53  cepas  ambientales  de  V. 
parahaemolyticus,  se  realizaron  varios  análisis  filogenéticos.  Por  un  lado  se 







En  el  linaje  1  se  observó  una  agrupación  de  cepas  de  las  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus  tdh‐/trh+  de Galicia  procedentes  de  diversos  orígenes  (aguas 
estuáricas y ostras) y  con variedad de  serotipos. En  este análisis  se mostró  la 
escasa relación filogenética existente entre los individuos de las poblaciones de 
V.  parahaemolyticus  tdh‐/trh+  donde  aparecen  en  ramas  independientes  o  en 
pequeños clados (IV,VI,VII y VIII) indicando una gran diversidad y variedad de 
individuos en la población estuárica. Un clado clonal (V) en las poblaciones de 
V.  parahaemolyticus  tdh‐/trh+  fue  el  formado  por  individuos  procedentes  de 
muestras de ostras de  la zona de Cambados,  los  cuales presentaron  serotipos 
O1:K58. 
El  clado  2  estuvo  constituido  por  aislamientos  que  constituyen  el  clon 
dominante  de  V.  parahaemolyticus  tdh+/trh‐  de  Galicia  (O4:K63),  y  fueron 
aislados  de  la  zona  Norte  de  Galicia.  El  clado  3  representó  un  grupo 
característico  clonal  incluyendo  individuos  de  las  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus  tdh+/trh‐  procedentes  del Norte  asociados  con  un  espécimen 
tdh+  de  ostra  aislado  de  la  zona  de  Cambados.  Todos  estos  organismos 
agrupados en este clado presentan serotipo O3. 
En conclusión, este filograma nos revela que los diferentes clados observados en 
especímenes  tdh+/trh‐  son más  clonales,  a diferencia de  las poblaciones de V. 
parahaemolyticus  tdh‐/trh+  donde  se  aprecia  una  mayor  variedad  y 
heterogeneidad  entre  los  individuos.  Además,  en  este  análisis  se mostraron 






Minimum  Spanning  Tree  usando  alelos,  y  se  mantuvieron  las  mismas 
agrupaciones, proporcionando robustez al estudio poblacional. 
Por  otra  parte,  también  se  llevó  a  cabo  un  análisis  con  el Clonalframe  de  la 
estructura poblacional de V. parahaemolyticus procedente de hábitats oceánicos. 
Se  incluyeron  un  total  de  21  cepas  obtenidas  de  muestras  de  zooplancton 
recolectadas  en  la  zona  sur  de Galicia  (Fig  22). Analizando  el  filograma,  se 
observó  la  presencia  de  5  clados,  algunos  formados  por  individuos  que 
presentan una mayor variedad genética  (clado  I,  II y  IV) y otros clonales. Los 
clados  clonales  observados  fueron  el  clado  III  que  incluyó  4  individuos  con 
serotipos OUT:KUT y el clado V que también estuvo formado por 3 cepas con 





















FIG  23.  Estudio  filogenético  obtenido  por  el Clonalframe  a  partir  de  las  secuencias 
concatenadas de los 6 loci obtenidos de MLST de las poblaciones de V. parahaemolyticus 







Una  vez  estudiadas  las  diferentes  poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  por 
separado,  se  realizó  un  análisis  incluyendo  las  secuencias  nucleotídicas 
concatenadas de  las cepas ambientales que constituyen este set  representativo 
de las cepas de V. parahaemolyticus de Galicia (Fig 24). Un total de 10 clados y 5 
ramas  independientes  fueron  mostrados  en  el  filograma,  observándose  las 
mismas  agrupaciones  clonales  obtenidas  tanto  en  las  poblaciones  estuáricas 
como oceánicas, con la excepción del clado II, III y V en los que se mostró una 




































países  (EE.UU,  Inglaterra  y  España)  responsables  de  importantes  brotes,  así 
como cepas ambientales de ostras de EE.UU., para ver si existe algún  tipo de 
asociación  con  los  especímenes  de  la  población  de  V.  parahaemolyticus  de 
Galicia.  Como  demuestra  la  figura  25,  un  aislamiento  clínico  de  V. 



































6.4.4. Recombinación  y  mutación  en  las  diferentes  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus 
Para  comparar  la  tasa  de  recombinación  entre  las  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus en la zonas estuáricas y oceánicas, se realizaron varios análisis 
por separado con el Clonalframe 1.1 con aislamientos representativos de cada 
grupo  poblacional.  Los  resultados  obtenidos  del  relativo  impacto  de  la 
recombinación vs mutacion expresada como ratio (r/m) y la relativa frecuencia 
de  la  recombinación en comparación a  las mutaciones puntuales  (ρ/θ) para  la 
población  de V.  parahaemolyticus  en  zonas  estuáricas  fueron de  2.25  y de  0.83 
respectivamente.  Sin  embargo,  en  las  poblaciones  oceánicas  de  V. 
parahaemolyticus,  se obtuvieron  índices de  r/m=77 y  ρ/θ=38.02. Esto nos  indica 
que  el  efecto  de  recombinación  en  las  poblaciones  de  zooplancton  (hábitats 








una mayor diversidad que  las poblaciones  tdh+/trh‐ que se agrupan  formando 
grupos clonales.  
El desequilibrio de  ligamento  fue determinado para ambas poblaciones de V. 
parahaemolyticus  a  partir  del  índice  de  asociación  ´´estandarizado´´    (ISA) 
procedente de los perfiles alélicos, un estadístico que cuando es cero, los alelos 
están  en  equilibrio  de  ligamento  (eventos  de  recombinación).    Tanto  para  la 
población  estuárica  (ISA  =  0.2874)  como  para  la  población  oceánica  de  V. 
parahaemolyticus  (ISA  =  0.2739),  los  valores  de  ISA  fueron  muy  similares  y 
difirieron  significativamente  de  cero  (p>0.001).  Estos  datos  indican  una 
tendencia  al  desequilibrio  de  ligamento  entre  los  alelos,  aunque  los  valores 
obtenidos  son  relativamente bajos. Esto es  consistente  con que  los eventos de 









en  red  “splits”  generadas  para  las  secuencias  concatenadas  tanto  para  la 
población  total  como  para  las  poblaciones  estuáricas  y  oceánicas, mostraron 
estructuras  reticuladas.  La  mayoría  de  las  cepas  mostraron  una  filogenia 
estrellada  irradiada  desde  el  mismo  punto  central,  lo  que  sugiere  que  los 
eventos  de  recombinación  son  frecuentes.  Además,  el  test  phi  para  la 
recombinación fue significativo para todas las poblaciones. 
 
FIG  26. Análisis  “Split Tree  “de  las  secuencias  concatenadas de  los  6  loci  escogidas 










en  diferentes  hábitats  y  para  la  determinación  de  la  influencia  de 
recombinación/mutación  en  la  expansión  clonal de  esta  especie. Una  base de 
datos fue creada a partir de otros estudios (Gonzalez‐Escalona et al., 2008) que 
está  actualmente  disponible  en  Internet  (http://pubmlst.org/ 
vparahaemolyticus),  en  la  que  se  pueden  hacer  comparaciones  con  datos 
generados  a  partir  de  laboratorios  de  todo  el  mundo.  Aplicando  el MLST, 
González‐Escalona  y  colaboradores  encontraron  una  relación  clonal  del 
complejo  pandémico  de  V.  parahaemolyticus O3:K6  (Gonzalez‐Escalona  et  al., 
2008)  y  así  pudo  ser  confirmada  la  primera  propagación  pandémica  de  V. 
parahaemolyticus (Chowdhury et al., 2000b; Nair et al., 2007). 
En un principio, el esquema del MLST para nuestro estudio estuvo basado en la 
variación  alélica  de  siete  genes  HK,  tres  del  cromosoma  I  (recA, 
dnaE, y gyrB) y cuatro del cromosoma II (dtdS, pntA, pyrC, y tnaA). Se plantearon 
una  serie  de  problemas  al  secuenciar  el  producto  purificado  del  recA, 
observándose que las secuencias resultantes no eran óptimas para el estudio de 
la  estructura  poblacional  de  V.  parahaemolyticus  en  Galicia,  con  lo  que 
finalmente el estudio se bas en  los otros seis genes. En estudios anteriores, se 
han  realizado  análisis  con  el MLST  excluyendo  el  recA  (Johnson  et  al.,  2009). 
Esto puede ser debido que el recA es un gen muy variable y los primers no están 






son beneficiosas para  la bacteria ya que aumentan  su  fitness o buen estado y 
esto promueve la diversidad genética. Por el contrario, la ratio dN/dS tanto en el 
gen pntA como  tnaA  fue menor que 1,  lo que nos muestra que estos  loci están 
sometidos a una selección estabilizadora o purificadora, indicando que los sitios 
no  sinónimos están evolucionando más  lentamente que  los  sitios  sinónimos y 
esto sugiere que  las sustituciones de aminoácidos pueden ser eliminadas. Este 







purificadora  (Charlesworth  and  Eyre‐Walker,  2006).  Entre  las  53  cepas 
ambientales  de  V.  parahaemolyticus  de  este  estudio,  fueron  identificados  50 
perfiles alélicos diferentes y un promedio de 26 alelos por locus lo que indica un 
alto  grado  de  diversidad  genotípica  en  la  lenta  evolución  de  los  loci.  La 









Galicia.  Por  otra  parte,  se  mostró  otro  complejo  clonal  (CC3)  formado  por 
individuos  pertenecientes  a  poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  tdh‐/trh+, 
exclusivo de muestras de ostras recolectadas en Cambados. Consecuentemente, 
podemos  decir  que  las  poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  tdh+/trh‐  formaron 
dos grupos clonales, solamente detectados en zonas estuáricas y no presentaron 
ninguna  relación  a  las  clínicas detectadas  en  la  zona  en  años  anteriores. Con 
respecto a los especímenes tdh‐/trh+ se observó  grupos clonales representativos 
de  estas  poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  tdh‐/trh+  en  Galicia  y  otros 
individuos que no formaron parte de ningún complejo clonal. 
En este análisis,  también se han  formado complejos clonales característicos de 
zonas oceánicas  como CC2 y CC4 que  forman parte de  las poblaciones de V. 
parahaemolyticus  tdh‐/trh+.  En  contraste,  se  ha  podido  observar  una  gran 
variedad de especímenes tdh‐/trh+ que no se han agrupado en ningún complejo 
clonal,  lo que nos  indica una gran heterogeneidad  entre  los  individuos de  la 
población  de  V.  parahaemolyticus  tanto  estuáricas  como  oceánicas,  indicando 
también  la  alta  capacidad  discriminativa  de  este  análisis.  También  se  han 
observado CCs  que  agrupan  individuos de  ambas poblaciones  (CC6  y CC7). 
Todas  las  agrupaciones  clonales  y  la  diversidad  de  individuos  en  ambos 
hábitats,  también  fueron  observadas  en  el  análisis  del  Clonalframe, 
mostrándonos una mayor robustez en la interpretación de los análisis. Un alto 









zooplancton,  etc,  donde  el  contenido  de  nutrientes,  temperatura,  y  otras 
propiedades físico‐químicas (por ejemplo, el pH), difieren. Los cambios en estos 
parámetros  requieren una  frecuente adaptación bacteriana a  sus nichos. Estos 
ambientes están a menudo densamente poblados con fagos que pueden facilitar 
la transferencia del gen entre vibrios y otras bacterias marinas (Jiang and Paul, 
1998).  Consistentemente,  altos  valores  de  diversidad  genética  fueron 
observados para V. parahaemolyticus y numerosos singletones fueron detectados 
para dar un diagrama disperso de la población o una estructura filogenética en 
forma  de  estrella.  Al  ser  genéticamente  muy  diversos,  se  cree  que  V. 
parahaemolyticus  tiene  una  estructura  poblacional  ´´epidémica´´,  es  decir,  una 
estructura clonal con alta tasa de recombinación y transferencia lateral de genes, 
en la cual los clones epidémicos, incluyendo el clon pandémico, se difunden por 
todo  el  mundo  para  provocar  una  aparición  generalizada  de  infecciones 
gastrointestinales (Nair et al., 2007;  Feil, E.J., 2004).  
Las  bacterias  tienen  varios mecanismos de  intercambio‐transferencia  como  la 
transformación,  la  transducción  de  fagos  y  la  conjugación,  lo  que  facilita  el 
reemplazamiento de  la región del DNA de los genes esenciales con secuencias 
de genes procedentes de  cepas de  la misma especie o especies estrechamente 
relacionadas.  Las  tasas  de  recombinación  varían mucho  entre  las  diferentes 
especies bacterianas, pero se han detectado niveles muy altos de recombinación 
de  algunas  bacterias marinas  y  acuáticas,  incluyendo V.  parahaemolyticus  y V. 
vulnificus  (Vos  and  Didelot,  2008).  El  análisis  por  MLST  indicó  que  el 
reemplazamiento de  la recombinación en las poblaciones oceánicas contribuyó 
77 veces más que  las mutaciones puntuales de  las variaciones genéticas en  los 
aislamientos,  considerándose  que  estas  poblaciones  presentan  un  índice  de 
recombinación  muy  alto  (Vos  and  Didelot,  2008).  Sin  embargo  en  las 
poblaciones estuáricas de V. parahaemolyticus, la tasa r/m fue de 2.25, es decir, la 
recombinación  introduce  2.25  veces  más  substituciones  de  nucleótidos  que 
mutaciones  puntuales  durante  la  evolución  de  la  población.  Por  lo  tanto  la 










clonales  encontrados  tanto  en  especímenes  tdh+/trh‐  como  tdh‐/trh+  en  este 
ecosistema.  Todo  lo  contrario,  ocurre  en  especímenes  de  V.  parahaemolyticus   
tdh‐/trh+ de hábitats oceánicos ya que no son clonales y presentan gran variedad 
y heterogeneidad comparándolos con las poblaciones de hábitats estuáricos. 
Además,  estos  resultados  han  demostrado  que  las  poblaciones  oceánicas 
presentan  mayores  tasas  de  recombinación  que  los  ecosistemas  estuáricos. 
Según  la  bibliografía  publicada,  las  poblaciones  de  V.  cholerae  también  son  
recombinantes  (Keymer  and  Boehm,  2011).  V.  cholerae  puede  adquirir  nuevo 
material  genético  por  la  transferencia  natural  durante  el  crecimiento  de  la 
quitina,  un  biopolímero  que  es  abundante  en  los  hábitats  acuáticos  (por 
ejemplo, de exoesqueletos de crustáceos), donde vive como un microorganismo 
autóctono  (Bartlett and Azam, 2005; Meibom et al., 2005; Keymer and Boehm, 
2011).  Esta  quitina  podría  ser  la  responsable  de  que  estos  eventos  de 
recombinación ocurran mediante la transferencia de genes  en estos hábitats, lo 
que  nos  podría  explicar  que  las  poblaciones  oceánicas  de V.  parahaemolyticus 
podría ser más recombinantes debido a que esta bacteria aparece adherida a la 
superficie de quitina de zooplancton u otros crustáceos en estos ecosistemas. 
La  estimación  de  la  tasa  de  recombinación  sugiere  que  la  recombinación  en 
aguas no estuáricas es relativamente alta comparándola con otras especies como 
Staphylococcus  aureus  (r/m= 0.1  IC: 0.0–0.6) (Enright  et  al.,  2000), Listeria 
monocytogenes  (r/m=0.7 IC: 0.4–1.1) (Salcedo et al., 2003) y Pseudomonas viridiflava 
(r/m= 2 IC: 1.2–2.9) (Goss et al., 2005) pero más o menos similar a la observada 
en otros grupos como Vibrio vulnificus (r/m= 26.7   IC: 19.4–33.3) (Bisharat et al., 
2007), Salmonella entérica (r/m= 30.2  IC: 21–36.5) (web.mpiib‐berlin.mpg.de/mlst) 
y Flavobacterium psychrophilum (r/m= 63.6  IC: 32.8–82.8) (Nicolas et al., 2008). 
En estudios previos, V. parahaemolyticus se ha caracterizado por presentar una 
tasa de recombinación alta con un r/m= 39.8 con un intervalo de credibilidad de 
27.4–48.2,  aunque  inferior  a  la  detectada  en  las  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus  oceánicas  procedentes  de  cepas  ambientales  (Gonzalez‐
Escalona et al., 2008) 
La  recombinación  en  la  estructura poblacional de V.  parahaemolyticus  ha  sido 
sostenida por los bajos valores del índice de asociación estandarizado (ISA) que 
mide el desequilibrio de ligamento entre los alelos del MLST. Se han observado 
valores  significativos  muy  similares  en  ambas  poblaciones  (estuáricas: 






nos  indica  que  los  eventos  de  recombinación  están  presentes  en  estas 
poblaciones aunque haya una tendencia al desequilibrio de ligamento entre los 
alelos.  Se  ha  observado  en  otros  estudios  que  al  tratar  con  cepas  clínicas  la 
estructura  poblacional  de  V.  parahaemolyticus  tiende  a  ser  clonal  (Gonzalez‐
Escalona et al., 2008). Este fenómeno también ha sido publicado por Miragaia y 
col.  para  Staphylococcus  epidermidis  (Miragaia  et  al.,  2007).  Además,  las 
estructuras radiantes obtenidas desde un mismo punto central en una filogenia 
estrellada visualizadas en el dendograma generado por el software ´´Split Tree´´ 
proponen una  frecuente  recombinación en  la población de V. parahaemolyticus 
en  ambos  hábitats  (Fig  24).  También  se  han  obtenido  evidencias 
estadísticamente  significativas  para  la  recombinación  en  ambas  poblaciones 
detectadas  con  el  test  de  Phi  (Huson  and  Bryant,  2006).  Estos  resultados 
aparentemente  son  contradictorios  con  otros  reportados  para  otras  bacterias 
como V. cholerae (Garg et al., 2003) y S. epidermidis (Miragaia et al., 2007) para los 
cuales  se  ha  propuesto  una  estructura  poblacional  epidémica.  Además, 
Gonzalez‐Escalona  y  colaboradores  han  sugerido  que  las  poblaciones  de  V. 
parahaemolyticus  siguen  este modelo  epidémico  de  la  expansión  clonal  de  la 
bacteria, donde los complejos clonales más adaptados emergen de un fondo de 




Una  gran  diferencia  entre  la  bibliografía  publicada  de  V.  parahaemolyticus 
utilizando  la  técnica  del MLST,  es  que  este  estudio  es  el  primer  trabajo  con 
cepas ambientales  realizado en Europa para conocer  la estructura poblacional 
de  esta  bacteria.  V.  parahaemolyticus  es  genéticamente  diverso,  con  una 
estructura  poblacional  ´´semiclonal´´  en  poblaciones  ambientales  de  V. 
parahaemolyticus  tdh+/trh‐  en  hábitats  estuáricos  y  una  gran  heterogeneidad 
entre individuos tdh‐/ trh+ sobretodo en poblaciones oceánicas y los eventos de 
recombinación  frecuentes  parecen  jugar  un  papel  importante  en  la 
diversificación clonal. El MLST es un análisis que proporciona un mecanismo 
de disponibilidad universal para el reconocimiento de las tendencias evolutivas 
y  la  aparición  de  complejos  clonales  de V.  parahaemolyticus. La  aplicación  de 
intervenciones como el control de las aguas de lastre y la vigilancia sanitaria en 







• La  incidencia  de  V.  parahaemolyticus  detectada  en  este  estudio 
proporciona  una  nueva  visión  de  la  composición  y  dinámica  de  las 
poblaciones  de  V.  parahaemolyticus  en  zonas  estuáricas  de  Galicia  y 
demuestra  que  las  poblaciones  potencialmente  patógenas  trh+  y  tdh+ 
forman parte de la flora en el medioambiente marino gallego. 
• La  presencia  de  idénticos  grupos  genéticos  en  distintas  áreas  y  en 
diferentes  periodos  del  año  sugiere  que  algunas  de  estas  poblaciones 
potencialmente patógenas podrían ser endémicas de estas zonas.  
• Las poblaciones de V. parahaemolyticus tdh+/trh‐ fueron detectadas en las 
tres  zonas  estuáricas  de  A  Coruña,  Ferrol  y  Vigo  y  principalmente 
concentradas  en  puntos  de muestreo  que  se  corresponden  al  lugar  de 
anclaje  de  barcos  dedicados  al  transporte marítimo  internacional.  Esto 
podría  indicar que  las aguas de  lastre de  los barcos podrían ser uno de 
los  principales  vehículos  en  la  introducción  de  poblaciones 
potencialmente patógenas de V. parahaemolyticus en Galicia procedentes 
de otras áreas del mundo.  
• Cuatro  cepas  de  V.  parahaemolyticus  tdh+/trh+  detectadas  en  Ferrol 
representan  la  primera  evidencia  de  cepas  ambientales  con  estas 
características particulares en Europa. 
• Una extraordinaria presencia de aislamientos de V. parahaemolyticus trh+ 
en  estas  áreas  estuáricas  contrasta  con  la  ausencia  total  de  casos  de 
infección  asociados  con  estas  cepas.  Asimismo,  los  especímenes  de  V. 
parahaemolyticus  tdh+  presentaron  perfiles  no  relacionados  con  el  clon 
clínico dominante en España y con aislamientos del clon pandémico. 
• La  supervivencia de V.  parahemolyticus  en  aguas  oceánicas ha  revelado 
que  estos ecosistemas pueden  ser un hábitat  común para  esta bacteria, 
incluyendo sus poblaciones patógenas. 
• La  distribución  y  fenología  de  zooplancton  ha  sido  exclusivamente  el 
factor dominante  en  la presencia de V. parahaemolyticus  controlando  su 
dinámica  poblacional  y  estacional,  debido  a  que  el  zooplancton  le 






• V.  parahaemolyticus  fue  detectado  en  zonas  de  cultivo  de moluscos  de 
Galicia durante todo el estudio con máximos de abundancia en los meses 
de verano. Sin embargo la dinámica estacional de V. cholerae presentó un 
comportamiento  diferente,  mostrándose  únicamente  en  el  primer 
semestre  del  año.  Esto  contrasta  con  la  ausencia  de  infecciones 
detectadas  en  Galicia  debido  a  la  baja  incidencia  de  las  poblaciones 
potencialmente  patógenas  de  V.  parahaemolyticus  en  zonas  de  cultivo  de 
moluscos. 
• La  temperatura  oceánica  ha  sido  el  factor  dominante  que  gobierna  la 
dinámica  de  V.  parahemolyticus  en  la  Ría  de  Arousa,  sin  embargo  la 
presencia  y  abundancia  de  fitoplancton  fueron  las  variables  que  han 
regido la estructura poblacional de V. cholerae. 
• V.  parahaemolyticus  es  genéticamente  diverso,  con  una  estructura 
poblacional  ´´semiclonal´´  en  poblaciones  estuáricas  de  V. 
parahaemolyticus  tdh+/trh‐  ,  aunque  presenta  una  gran  heterogeneidad 
entre  los  especímenes  tdh‐/trh+ de V.  parahaemolyticus  tanto de hábitats 
estuáricos como oceánicos. 
• Los valores obtenidos del “Índice de Asociación Estandarizado” (IAS)  han 
sido  similares  tanto  en  poblaciones  estuáricas  como  oceánicas 
indicándonos que los eventos de recombinación están presentes en estas 
poblaciones  aunque  haya  una  tendencia  al  desequilibrio  de  ligamento 
entre los alelos. 
• Altos  índices  de  recombinación  homologa  han  sido  observados  en 
poblaciones oceánicas de V. parahaemolyticus, proporcionando una mayor 
diversidad  y  variabilidad  entre  los  individuos  de  V.  parahaemolyticus   
tdh‐/trh+ de estos ecosistemas. 
• Las poblaciones de V. parahaemolyticus de zonas oceánicas han sido más 
recombinantes  que  las  estuáricas  debido  a  su  asociación  con  el 
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V. cholerae y V. parahaemolyticus son las principales especies patógenas del género Vibrio responsables 
de un importante número de infecciones transmitidas por alimentos de origen marino. Estudios 
realizados en Galicia han revelado una importante presencia y persistencia de V. parahaemolyticus con 
características patógenas en el medio marino. Sin embargo, la información disponible actualmente para 
entender la biología y la epidemiología de este microorganismo es limitada. En consecuencia, este 
estudio fue enfocado a identificar los reservorios naturales de las poblaciones patógenas de Vibrio en el 
medio ambiente marino de Galicia con el fin de determinar su distribución y dinámica poblacional tanto 
en ambientes oceánicos como estuáricos, identificando los factores ambientales que condicionan la 
abundancia de las distintas subpoblaciones en los diferentes hábitats. Los resultados de este trabajo han 
revelado una extraordinaria presencia de las poblaciones patógenas de V. parahaemolyticus en zonas 
estuáricas, mostrando que constituyen un componente natural de las poblaciones ambientales de este 
organismo en hábitats costeros. La dinámica estacional de V. parahaemolyticus en zonas de cultivo de 
molusco ha sido diferente a la de V. cholerae, destacando una mayor incidencia de V. parahaemolyticus en 
los meses de verano, mientras que V. choleare sólo fue detectado en el primer semestre del año. Todas las 
muestras positivas de ostras para V. cholerae fueron no O1/no O139 y ctxA negativo. La presencia y 
abundancia de V. parahaemolyticus y V. cholerae estuvo principalmente modulada por la temperatura del 
agua de mar y por la presencia de fitoplancton, respectivamente. Una alta incidencia de V. 
parahaemolyticus fue detectada en áreas oceánicas, lo que sugiere que estos ecosistemas son un hábitat 
común para V. parahaemolyticus. Por otra parte, se observó que la estructura poblacional de V. 
parahaemolyticus es muy diversa en los diferentes hábitats, detectándose altos índices de recombinación 
homóloga y una gran diversidad especialmente entre los individuos de las poblaciones oceánicas. Sin 
embargo, las poblaciones de V. parahaemolyticus en zonas estuáricas presentaron una estructura 
´´semiclonal´´ con índices de recombinación más bajos, sobretodo en especímenes de V. 
parahaemolyticus tdh+.
V. cholerae and V. parahaemolyticus are the major pathogenic species among the genus Vibrio and are 
involved in a significant number of seafood-borne infections. Studies carried out in Galicia have 
revealed a significant presence and persistence of V. parahaemolyticus with pathogenic traits among the 
environmental populations present in the sea. However, the scarce scientific knowledge available for a 
comprehensive understanding of the biology and epidemiology of this organism is limited. Therefore, 
the aims allowed to identify the natural reservoirs of the pathogenic populations of V. parahaemolyticus 
in the marine environment of Galicia. This information determined the distribution and population 
dynamics of pathogenic V. parahaemolyticus both in the offshore waters and in estuarine environments 
and identifies the environmental factors determining the abundance of the different sub-populations in 
diverse habitats. The results of this thesis have revealed an extraordinary presence of pathogenic 
populations of V. parahaemolyticus in estuarine areas, which are constitutive components of the 
environmental populations in coastal habitats. The seasonal dynamics of V. parahaemolyticus in 
shellfish growing areas has been different to the V. cholerae, highlighting a highest incidence of V. 
parahaemolyticus in the summer months. V. cholerae was only detected in the first half of the year. All 
positive oyster samples for V. cholerae were identified belonging to the non-01/non139 group and ctxA 
negative. The presence and abundance of V. parahaemolyticus and V. cholerae were mainly modulated by 
seawater temperature and presence of phytoplankton, respectively. A high incidence of V. 
parahaemolyticus was detected in offshore areas, which suggests that these ecosystems may be a 
common habitat for V. parahaemolyticus. Moreover, the population structure of V. parahaemolyticus was 
diversity in the different habitats, with high levels of homologous recombination and a great 
diversity among individuals in offshore areas. However, populations of V. parahaemolyticus in 
estuarine areas showed a structure “semiclonal” with lower homologous recombination rates, 
especially in specimens of V. parahaemolyticus tdh+.
